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1. Introducción  
Las infecciones producidas por micobacterias no pigmentadas de crecimiento rápido (MNPCR) 
se han visto incrementadas en los últimos años, especialmente debido a la gran ubicuidad en 
la naturaleza de dichos microorganismos1 (particularmente en suelo húmedo, pantanos, 
arroyos, ríos y estuarios), a su alta resistencia a antibióticos y desinfectantes2-3, al empleo de 
medicinas alternativas4 y a su capacidad de formar biopelículas5.  
Pueden causar un amplio espectro de infecciones en humanos, incluyendo infección del tracto 
respiratorio6, infección de piel y tejidos blandos7, o infección asociada a la presencia de 
cuerpos extraños8. Entre los patógenos humanos habituales responsables de dichas 
infecciones se encuentran Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae y 
Mycobacterium fortuitum9, los cuales están distribuídos ampliamente por todo el mundo y 
llegan a representar aproximadamente el 90% de las infecciones por micobacterias de 
crecimiento rápido10. Otras especies de MNPCR se aíslan con menor frecuencia y solo en 
algunos casos excepcionales pueden ser consideradas como la causa de la infección11, como 
Mycobacterium mageritense, Mycobacterium mucogenicum, Mycobacterium peregrinum o 
Mycobacterium smegmatis. 
Como herramientas diagnósticas se incluyen la observación microscópica directa, el cultivo y 
técnicas fenotípicas, bioquímicas, cromatográficas y moleculares. La autofluorescencia 
también se puede usar con éxito para diferenciar levaduras y bacterias. Esta propiedad no es 
intrínseca a todos los microorganismos aunque sí ha sido observada previamente en              
M. fortuitum, Mycobacterium tuberculosis, M. smegmatis y Mycobacterium marinum, y 
especies relacionadas como Nocardia sp. y Corynebacterium glutamicum12. 
La resistencia tan elevada a antibióticos y desinfectantes asociada a estos microorganismos 
viene dada en su mayor parte a la composición altamente rica en lípidos de su envoltura 
celular, que dificulta la entrada de estos compuestos en la célula bacteriana, al desarrollo de 
resistencias fenotípicas secundarias a mutaciones específicas, como por ejemplo los genes 
erm13, y a la capacidad de estos microorganismos de formar biopelículas. Debido a ello, el 
tratamiento de este tipo de infecciones se debe realizar con combinaciones de fármacos 
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durante períodos de tiempo prolongados o incluso con tratamiento quirúrgico14. En el 
tratamiento de infecciones causadas por MNPCR se emplean preferentemente los macrólidos, 
las quinolonas y amicacina. No existen estudios en relación con el uso de agentes 
antibiopelícula en biopelículas formadas por micobacterias, aunque un estudio previo 
realizado por J.O. Falkinham, III puso de manifiesto que Tween a bajas concentraciones 
reduce la agregación bacteriana y aumenta la sensibilidad de las células a agentes 
antimicrobianos15. 
2. Objetivos 
1. Estudiar las características fenotípicas de las biopelículas formadas por MNPCR 
(velocidad de crecimiento, superficie cubierta, porcentaje de bacterias vivas/muertas y 
autofluorescencia) mediante microscopía confocal láser de barrido (CLSM). 
2. Estudiar la sensibilidad in vitro de MNPCR frente a amicacina, ciprofloxacino y 
claritromicina en células planctónicas y en biopelículas, mediante estudios de 
concentración mínima inhibitoria (CMI) y estudios de concentración mínima de 
erradicación de biopelícula (CMEB), y su efecto en las características fenotípicas de las 
biopelículas mediante CLSM. 
3. Estudiar la sensibilidad in vitro de MNPCR frente a Tween 80 y N-acetilcisteína (NAC) 
solos y en combinación de amicacina, ciprofloxacino y claritromicina en células 
planctónicas y en biopelículas mediante CMI y CMEB, y su efecto en las características 
fenotípicas de las biopelículas mediante CLSM. 
3. Materiales y métodos 
I. Cepas de colección 
Se utilizaron siete cepas tipo de MNPCR: M. abscessus DSM 44196, M. chelonae ATCC 19235, 
M. fortuitum ATCC 6841, M. mageritense ATCC 700351, M. mucogenicum DSM 44124,           
M. peregrinum ATCC 14467 y M. smegmatis ATCC 607.   
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II. Determinación de características fenotípicas 
 Microscopía 
El crecimiento de las biopelículas de MNPCR en estudio se desarrolló en placas sin 
recubrimiento e hidrofóbicas de 2x4 pocillos (ibidy GMBH, Martinsried, Alemania). El análisis 
estructural de las mismas se realizó mediante un microscopio confocal láser de barrido Leica 
DM IRB (Leica, Alemania) con el objetivo de inmersión HCX PL APO lambda blue 63,0 x 1,40 
OIL UV, empleando tres láseres de excitación diferentes (Diode 405, HeNe 543 y Argon 488) 
en función del parámetro a estudiar (espesor, superficie cubierta, porcentaje de bacterias 
vivas/muertas y autofluorescencia) y dos tinciones fluorescentes: la tinción Nile Red© (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO) y Live/Dead BackLight© (Invitrogen, Estados Unidos). El estudio se 
llevó a cabo por triplicado y a diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96h). Las fotografías obtenidas 
se analizaron con el software Image J (Instituto Nacional de Salud, Bethesda, MD, Estados 
Unidos). 
 Análisis estadístico 
El análisis de los resultados se realizó mediante el test estadístico ANOVA (p<0,05; 
estadísticamente significativo) y utilizando la librería NLME (Linear and nonlinear mixed effects 
models) implementada en el paquete estadístico R16. 
III. Estudios de sensibilidad en las Bacteria planctónicas y contenidas en biopelículas 
Se hicieron estudios de sensibilidad antibiótica frente a ciprofloxacino, amicacina y 
claritromicina (Sigma, Alemania) solos y en combinación de los agentes antibiopelícula Tween 
80 (BD, Estados Unidos) y NAC (Sigma, Alemania) frente a células en estado planctónico (CMI) 
y en biopelícula (CMEB). Para los estudios de CMI se siguió la técnica estandarizada de 
microdilución en caldo indicada por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)17, y para 
los estudios de CMEB el protocolo basado en el sistema de Calgary18 usando las placas de      
96 pocillos MBECTM Biofilm Inoculator (Innovotech, Canadá).  
Resumen 
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Adicionalmente, se analizó el efecto de los antibióticos y agentes antibiopelícula en los 
parámetros fenotípicos de biopelículas preformadas de M. abscessus, M. chelonae,                
M. fortuitum y M. smegmatis mediante CLSM.  
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. 
 Análisis estadístico 
Los resultados se analizaron mediante el test de Mann-Whitney/Wilconxon (p<0,05; 
estadísticamente significativo) empleando la versión 3.5.1. del programa EPI-INFO (Centers for 
Disease Control and Prevention, Atlanta, GA). 
4. Resultados  
Mediante microscopía confocal láser de barrido detectamos la presencia de autofluorescencia 
azul en todas las cepas estudiadas, dentro de las células micobacterianas y en la matriz 
extracelular. Además, visualizamos la presencia de cordones en M. abscessus, M. chelonae,  
M. mucogenicum y M. smegmatis, y observamos un porcentaje mayor de superficie cubierta 
en M. fortuitum y M. abscessus. 
Hemos visto cómo las micobacterias en biopelícula se hacen hasta >106 veces más resistentes 
que cuando están en estado planctónico. Al adicionar antibióticos, el espesor es el parámetro 
más afectado, y ciprofloxacino ha demostrado ser el antibiótico más activo frente a este tipo 
de biopelículas.  
NAC y Tween 80 al combinarlos con antibióticos ejercen un efecto sinérgico en el incremento 
del porcentaje de bacterias muertas, y en la reducción de la superficie cubierta y espesor de 
las biopelículas de micobacterias de crecimiento rápido. Sin embargo, Tween 80 demuestra 
ser un agente antibiopelícula más eficaz que NAC al reducir la superfice cubierta y el espesor 
en mayor medida que éste. 
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5. Discusión 
La autofluorescencia azul específica de las MNPCR estudiadas puede estar en relación con la 
secreción de las coenzimas F420 o FO por los componentes bacterianos de la biopelícula
12 y, de 
esta forma, detectarse en la matriz extracelular en forma de autofluorescencia. Otra 
posibilidad es que esta molécula se liberase después de la muerte celular durante la 
formación de la biopelícula o que fuese un factor quorum sensing desconocido, al detectarse 
preferentemente en las primeras etapas de la formación de la biopelícula. 
La estructura y disposición que presentan las biopelículas de micobacterias va íntimamente 
ligado a su capacidad patógena, como también han estudiado otros equipos investigadores 
incluyendo Bernut et al. y Williams et al.19-20. En este trabajo hemos observado esta relación 
en el caso de M. fortuitum y M. abscessus, donde el porcentaje de superficie cubierta es más 
elevado, o la presencia de cordones en M. abscessus y M. chelonae.  
Las micobacterias cuando forman parte de una biopelícula llegan a alcanzar recuentos de 
hasta 100.000 UFC/cm2, como bien describe J.O. Falkinham, III15, y ven incrementada su 
resistencia a antibióticos y desinfectantes debido, en parte, a la velocidad de crecimiento de 
las mismas, hidrofobicidad e impermeabilidad21. Esto hace increíblemente difícil su 
tratamiento y, en muchos casos, se requieren tratamientos muy largos e incluso tratamientos 
quirúrgicos. Tras la observación de los resultados de sensibilidad comparativos de CMI y 
CMEB, ciprofloxacino ha demostrado ser un potente antibiótico en este tipo de biopelículas y 
el mecanismo de acción del mismo podría estar ligado a su eficacia, al inhibir la síntesis de 
ADN y ser bactericida, ejerciendo así una acción terapéutica irreversible. Por otro lado, las 
combinaciones antibióticas con 0,5% de Tween 80 reducen el porcentaje de superficie 
cubierta y el espesor de las biopelículas de MNPCR en estudio en mayor medida que el agente 
mucolítico NAC, pudiendo encontrar explicación en la acción que ejerce dicho desinfectante 
en los lípidos de la envoltura celular micobacteriana, composición fundamental de las mismas. 
 
 
Resumen 
8 
6. Conclusiones 
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que cada una de las MNPCR estudiadas 
presenta una distribución y comportamiento en biopelícula diferente, pero con características 
comunes, que nos pueden ayudar a orientar mejor el tratamiento frente a micobacterias de 
crecimiento rápido. Los parámetros fenotípicos (espesor, superficie cubierta, 
autofluorescencia, porcentaje de bacterias vivas/muertas) se ven afectados al adicionar 
antibióticos y agentes antibiopelícula, siendo el parámetro espesor el más afectado, y 
ciprofloxacino el antibiótico más efectivo frente a biopelículas. Tween 80, a baja 
concentración y en combinación con antibióticos, es un potente agente antibiopelícula con 
resultados prometedores in vitro, lo que daría pie a desarrollar nuevas estrategias 
terapéuticas. 
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1. Introduction  
Infections caused by non-pigmented rapidly growing mycobacteria (NPRGM) have increased in 
recent years, especially due to the ubiquitous nature of these microorganisms1 (particularly in 
moist soils, marshes, streams, rivers and estuaries), to its high resistance to antibiotics and 
disinfectants2-3, the use of alternative medicines4 and their ability to form biofilms5.  
They can cause a wide spectrum of human infections, including respiratory tract infections6, 
skin and soft tissue infections7, or foreign body associated infections8. Some common human 
pathogens responsible for these infections are Mycobacterium abscessus, Mycobacterium 
chelonae and Mycobacterium fortuitum9, which are widely distributed throughout the world 
and represent about the 90% of rapidly growing mycobacteria infections10. Other NPRGM 
species are less frequently isolated and only in exceptional cases may be considered as the 
cause of infection11, such as Mycobacterium mageritense, Mycobacterium mucogenicum, 
Mycobacterium peregrinum or Mycobacterium smegmatis. 
Direct microscopic observation, cultivation, and phenotypic, biochemical and molecular 
chromatographic techniques are diagnostic tools. Autofluorescence may be also successfully 
used for differentiating yeast and bacteria. This property is not intrinsic to all organisms 
although it has been previously observed in M. fortuitum, Mycobacterium tuberculosis,         
M. smegmatis and Mycobacterium marinum, and in related species such as Nocardia sp. and 
Corynebacterium glutamicum12. 
The high resistance to antibiotics and disinfectants associated with these organisms is mainly 
attributed to the high mycolic acid content of their cell envelope, which hinders the entry of 
these compounds into the bacterial cell, the development of phenotypic resistance secondary 
to specific mutations such as the gene erm13 and the ability of these microorganisms to form 
biofilms. As a result, the treatment of these infections should be performed with 
combinations of drugs over long periods of time or even with surgical treatment14. Usually 
macrolides, quinolones and amikacin are used in the treatment of infections caused by 
NPRGM. There are no studies regarding the use of antibiofilm agents in biofilms formed by 
mycobacteria, although a previous study by JO Falkinham, III showed that Tween at low 
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concentrations reduces the bacterial aggregation and increases the susceptibility of cells to 
antimicrobial agents15. 
2. Objectives 
1. To study the phenotypic characteristics of biofilms formed by NPRGM (growth rate, 
percentage of covered surface, percentage of live/dead bacteria and autofluorescence) 
by Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM).  
2. To study the in vitro susceptibility of NPRGM to amikacin, ciprofloxacin and 
clarithromycin on planktonic cells and biofilms through studies of Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) and Minimum Biofilm Eradication Concentration (MBEC), and its 
effect on the phenotypic characteristics in biofilms by CLSM. 
3. To study the in vitro susceptibility of NPRGM to Tween 80 and N-acetylcysteine (NAC) 
alone and in combination of amikacin, ciprofloxacin and clarithromycin on biofilm and 
planktonic cells by MIC and MBEC, and its effect on the phenotypic characteristics of 
biofilms by CLSM. 
3. Materials and Methods 
I. Strains collection 
Seven strains of NPRGM were used: M. abscessus DSM 44196, M. chelonae ATCC 19235,       
M. fortuitum ATCC 6841, M. mageritense ATCC 700351, M. mucogenicum DSM 44124,           
M. peregrinum ATCC 14467 and M. smegmatis ATCC 607.   
II. Phenotypic characteristics determination 
 Microscopy 
The growth of the NPRGM biofilms in the study was conducted in uncoated and hydrophobic 
plates with 2x4 wells (ibidy GMBH, Martinsried, Germany). The structural analysis was 
performed using a confocal laser scanning microscopy Leica DM IRB (Leica, Germany) with the 
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HCX PL APO lambda blue 63.0 x 1.40 OIL UV immersion objective, using three different kinds 
of excitation lasers (Diode 405, HeNe 543 and Argon 488) depending on the parameter 
studied (thickness, covered surface, percentage of live/dead bacteria and autofluorescence) 
and two fluorescent dyes: Nile Red staining© (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) and Live/Dead 
BackLight staining © (Invitrogen, USA). The study was performed in triplicate and at different 
times (24, 48, 72 and 96 hours). The photographs were analyzed with Image J software 
(National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). 
 Statistical Analysis 
The analysis of the results was performed using the ANOVA statistical test (p<0.05; statistically 
significant) and using the NLME library (Linear and nonlinear mixed effects models) 
implemented in the statistical package R16. 
III. Susceptibility studies on planktonic Bacteria and biofilms contained 
Susceptibility studies were performed in ciprofloxacin, amikacin and clarithromycin (Sigma, 
Germany) alone and in combination with the antibiofilm agents Tween 80 (BD, USA) and NAC 
(Sigma, Germany) to planktonic cells (MIC) and biofilms (MBEC). To study the MIC we followed 
the standardized microdilution technique indicated by the Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI)17, and for studies of MBEC, the Calgary-based protocol system18 using the     
96-well plates MBECTM Biofilm Inoculator (Innovotech, Canada). Additionally, the effect of 
antibiotics and antibiofilm agents in the phenotypic parameters was analyzed in the 
preformed biofilms of M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum and M. smegmatis by CLSM. 
All experiments were performed in triplicate. 
 Statistical Analysis 
The results were analyzed using the Mann-Whitney/Wilconxon test (p<0.05; statistically 
significant) using the EPI-INFO version 3.5.1. (Centers for Disease Control and Prevention, 
Atlanta, GA). 
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4. Results  
We detected by confocal laser scanning microscopy the presence of blue autofluorescence, 
within the mycobacterial cells and in the extracellular matrix, in all the strains studied.            
In addition, we visualized the presence of cords in M. abscessus, M. chelonae,                           
M. mucogenicum and M. smegmatis, and observed a higher percentage of covered surface in 
M. fortuitum and M. abscessus. 
We have seen how mycobacteria in biofilm become >106 times more resistant than those in a 
planktonic state. By adding antibiotics, thickness is the most affected parameter, and 
ciprofloxacin appears to be the most active antibiotic against this type of biofilm.  
NAC and Tween 80 combined with antibiotics exert a synergistic effect in increasing the 
percentage of dead bacteria, and reducing the thickness and covered surface of the rapidly 
growing mycobacteria biofilms. However, Tween 80 proves to be a more effective antibiofilm 
agent than NAC, especially reducing the covered surface and thickness. 
5. Discussion 
The specific blue autofluorescence from the NPRGM studied can be related to the secretion of 
F420 or FO coenzymes by bacterial components of the biofilm12 and, thus, detected in the 
extracellular matrix as autofluorescence. Another possibility is that this molecule was released 
after cell death during biofilm formation or that it was an unknown quorum sensing factor 
detected primarily in the early stages of the biofilm formation.  
The structure and arrangement of mycobacterial biofilms is closely linked to their 
pathogenicity, a characteristic that has been studied by other researchers such as            
Bernut et al. and Williams et al.19-20. In this work we observed this link in M. fortuitum and    
M. abscessus, where the percentage of covered surface is higher, or the presence of cords in 
the morphology of M. abscessus and M. chelonae.  
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Mycobacteria in biofilms can reach up to 100,000 CFU/cm2, being well described by              
J.O. Falkinham, III15, and they show an increase in their resistance to antibiotics and 
disinfectants due in part to their growth speed, hydrophobicity and impermeability21. This 
makes their treatment incredibly difficult and, in many cases, long lasting and even surgical 
treatments are required. Upon observation of the susceptibility results of MICs and MBECs, 
ciprofloxacin has proven to be a potent antibiotic in micobacterial biofilms. Its mechanism of 
action may be linked to its effectiveness, by inhibition the synthesis of DNA and its bactericidal 
activity, it can exert an irreversible therapeutic action. On the other hand, antibiotic 
combinations with 0.5% of Tween 80 reduced the percentage of covered surface and 
thickness of the NPRGM biofilms studied further than the mucolytic agent NAC. This fact could 
be due to the action exerted by this disinfectant in the lipid composition of the mycobacterial 
cell envelope. 
6. Conclusion 
The results obtained in this work show that each of the NPRGM studied presents a different 
distribution and behavior in biofilms, but there are common features that can lead to better 
therapy against rapidly growing mycobacteria. Phenotypic parameters (thickness, covered 
surface, autofluorescence, percentage of live/dead bacteria) are affected by adding antibiotics 
and antibiofilm agents, the thickness being the most affected parameter, and ciprofloxacin 
the most effective antibiotic against micobacterial biofilms. Tween 80, at a low concentration 
and in combination with antibiotics, is a potent antibiofilm agent with promising                        
in vitro results, which would lead to the development of new therapeutic strategies.
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1.1. El género Mycobacterium 
En 1882 Robert Koch describió por primera vez las características de las bacterias causantes 
de la tuberculosis, siendo más tarde definido el género Mycobacterium por Lehmann y 
Neumann en 189622. Muchas nuevas especies han sido descritas desde entonces, existiendo 
actualmente dentro del género Mycobacterium, a fecha de 10 de Octubre de 2014, ciento 
sesenta y nueve especies y trece subespecies bien caracterizadas22. Esto se debe 
principalmente al desarrollo de herramientas genéticas, que proporcionan una mayor 
precisión a la hora de clasificar a las especies bacterianas en función de su taxonomía23-26. 
A excepción del complejo Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae, definidos 
como patógenos primarios, el resto de micobacterias se consideran microorganismos 
ambientales que pueden ser patógenos potenciales27. Pueden producir una gran variedad de 
síndromes clínicos no sólo en pacientes inmunodeprimidos sino también en individuos 
inmunocompetentes, destacando infecciones pulmonares crónicas, linfadenitis superficial, 
infección osteoarticular y de tejidos blandos e infección diseminada8, 28-29. Los pacientes con 
algún factor de riesgo o con alguna enfermedad de base son más vulnerables a este tipo de 
infecciones29. 
A este grupo amplio de micobacterias se le conoce por los términos "atípicas", "ambientales", 
"oportunistas ambientales" o por el término de "micobacterias no tuberculosas" (MNT)30-32. 
De igual forma, las enfermedades causadas por las mismas se engloban dentro de los 
términos micobacteriosis, infecciones por micobacterias no tuberculosas o micobacteriosis 
atípicas.  
Las infecciones por MNT se han constituido en un fenómeno emergente, principalmente en la 
última década29. Debido a los programas de prevención y control estrictos que existen, en 
particular para M. tuberculosis, en países industrializados como Estados Unidos y Canadá se 
está viendo un aumento de la prevalencia de especies de MNT en entornos clínicos en 
relación con el número de casos de tuberculosis33-34. Estos microorganismos destacan por su 
ubicuidad en la naturaleza y por su resistencia a múltiples desinfectantes y antibióticos2-3, 35-39. 
Se presentan por lo general en pacientes inmunodeprimidos y pacientes con VIH (Virus de la 
Inmunodeficiencia Humana), leucemia o que reciben quimioterapia32. Sin embargo, 
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recientemente se han descrito brotes en pacientes inmunocompetentes relacionados con 
procedimientos estéticos del tipo de la mesoterapia4, 40-41, y otros casos asociados a tatuajes y 
acupuntura42-45 u operaciones de cirugía estética46, más aún si éstos han sido realizados en 
centros no autorizados ni supervisados por las autoridades sanitarias, o sin las debidas 
medidas de asepsia47-48.  
1.2. Micobacterias no pigmentadas de crecimiento rápido  
1.2.1. Definición  
Se incluyen en el concepto de MNT o micobacterias atípicas a aquellos agentes bacterianos 
ácido-alcohol resistentes, en su mayoría saprófitos, diferentes de los que causan tuberculosis 
o lepra, y que se diferencian en el hábitat, las necesidades de crecimiento y las capacidades 
metabólicas15. Estas micobacterias atípicas se pueden aislar en casi todos los hábitats, y 
pueden ocasionar infección en el humano (micobacterias oportunistas)15, 49.  
1.2.2. Clasificación 
La clasificación de las MNT se basa en función de la velocidad de crecimiento y de la 
producción o no de pigmento, de acuerdo al sistema de Timpe y Runyon50 (Tabla 1).  
 Runyon I: Fotocromógenos: son de crecimiento lento y producen un pigmento amarillo-
anaranjado cuando se exponen a la luz. Ej. Mycobacterium kansasii, Mycobacterium 
marinum, Mycobacterium asiaticum, Mycobacterium simiae.  
 Runyon II: Escotocromógenos: son de crecimiento lento y producen un pigmento 
amarillo-anaranjado en la luz o en la oscuridad. Algunas se oscurecen con la exposición a 
la luz. Ej. Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium 
szulgai, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium celatum, Mycobacterium flavescens.  
 Runyon III : No cromogénicos: son organismos de crecimiento lento que no producen el 
pigmento. Ej. Complejo Mycobacterium avium (MAC), Mycobacterium terrae, 
Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium shimoidei, Mycobacterium genavense, 
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium terrae, Mycobacterium haemophilum. 
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 Runyon IV: Crecimiento rápido: micobacterias con un crecimiento <7 días, pero más lento 
que el de la mayoría de las bacterias. Ej. Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium 
peregrinum, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium 
thermoresistible, Mycobacterium mageritense, Mycobacterium mucogenicum, 
Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium smegmatis. 
 
Tabla 1. Clasificación de micobacterias no tuberculosas según Timpe y Runyon. 
 
 
El grupo de micobacterias de crecimiento rápido (MCR) incluye diferentes especies con 
características fenotípicas similares y con una velocidad de crecimiento de entre 3-7 días, 
según el sistema de Timpe y Runyon. Debido a unas mejores técnicas de diagnóstico e 
identificación a nivel molecular, el número de especies englobadas en este grupo se ha visto 
incrementado, especialmente en los últimos años, englobando a más de 50 especies 
diferentes, de las que más de un tercio se han relacionado con infección en humanos8, 26, 51. 
Las micobacterias no pigmentadas de crecimiento rápido (MNPCR) son los principales 
patógenos humanos dentro de este grupo y las que con mayor frecuencia se aíslan en los 
laboratorios clínicos 52-53. 
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1.3. Epidemiología 
Las micobacterias atípicas se multiplican en una gran variedad de fuentes naturales54, y se 
aíslan muy frecuentemente en animales (ganado bovino y porcino, peces, monos y aves)54-58 y 
en el medio ambiente1, 23, 59-61. Estas micobacterias pueden sobrevivir en duras condiciones 
ambientales, tales como un pH bajo, temperaturas extremas y bajas concentraciones de 
nutrientes10, 62, y son relativamente resistentes a los desinfectantes clorados37, 63-64, 
organomercuriales y al glutaraldehído10, 39, 65-66. Por ello se asume que el medio ambiente 
puede ser una fuente potencial de infección cuando las condiciones son favorables1, 67. Por 
ejemplo, M. marinum se encuentra principalmente en agua marina o lagos, siendo la causa 
más común de úlceras cutáneas de los pescadores y cuidadores de acuarios68-69.  
Muchas especies de MNT son reconocidas como patógenos oportunistas pero muchas de ellas 
no se han asociado a patología en humanos23. Existe un amplio espectro de virulencia dentro 
de las MNT, desde patógenos como M. kansasii que puede causar enfermedad en individuos 
presuntamente sanos, hasta M. avium que se asocia a individuos con enfermedad pulmonar 
preexistente o defectos en la inmunidad celular, e incluso M. gordonae que raramente 
produce infección en humanos23. Durante las últimas 3 décadas se ha observado un notable 
incremento de las infecciones causadas por MNT, tanto localizadas como diseminadas, así 
como de los brotes nosocomiales por contaminación de equipos médicos10, 70.  
Los sistemas de distribución de agua potable contienen una diversa comunidad microbiana de 
bacterias, protozoos y hongos71-75. En estas comunidades se incluyen a varios géneros que 
contienen patógenos oportunistas: Sphingomonas y Methylobacterium (α-Proteobacteria), 
Burkholderia y Ralstonia (β-Proteobacteria), Legionella, Pseudomonas, y Stenotrophomonas 
(γ-Proteobacteria) y micobacterias no tuberculosas (MNT, Actinobacteria) 73, 76-80.  
Joseph O. Falkinham, III y asociados de la Universidad Politécnica de Virginia han realizado 
numerosos y variados estudios epidemiológicos de MNT. Estos autores han encontrado este 
tipo de micobacterias en pantanos costeros, arroyos adyacentes y bosques, especialmente en 
aquellos ricos en turba, un material orgánico, de color pardo oscuro y rico en carbono81-83. La 
mayoría de MNT son, de hecho, microorganismos ambientales que se encuentran en los 
sistemas de distribución de agua potable27, 84-85 y en las cañerías de las casas5, 27, y en este 
entorno se encuentran formando parte de biopelículas62, 76, 86-89.  
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La superficie hidrofóbica de las micobacterias favorece la adhesión21 y la formación de 
biopelículas77, 90-91. De igual forma, los materiales con una superficie más irregular, áspera e 
hidrofóbica tienen más tendencia al desarrollo de biopelículas92-93. Su capacidad de formar 
biopelículas es una estrategia de supervivencia frecuente que dificulta su erradicación65, y la 
dispersión de estas biopelículas puede constituir un importante mecanismo de infección94. 
Feazel et al. y Falkinham et al. han demostrado la existencia de una elevada concentración de 
MNT en biopelículas tomadas del sistema de conducción de agua en duchas95-96 y, aunque los 
riesgos de salud asociados no han sido dilucidados, muchos autores sugieren que personas 
con inmunosupresión o afectación pulmonar pueden tener un mayor riesgo de infección por 
MNT en estos casos78, 95. 
Los mecanismos de transmisión suelen ser a través de las vías respiratoria y digestiva94, 
mediante la inhalación de aerosoles95 o partículas de polvo97, o mediante la ingesta de agua o 
de alimentos contaminados25. Puede darse también por inoculación directa en el caso de la 
piel tras un traumatismo accidental, cirugía o inyección10, 98, o puede existir diseminación 
hematógena a partir de un foco visceral. En los pacientes con SIDA (Síndrome de 
Inmunodeficiencia Adquirida), la adquisición de M. avium es más probable a través del tracto 
gastrointestinal99.  
El hombre no es un reservorio importante de MNT, por lo que la transmisión persona a 
persona es extremadamente rara y no existen casos documentados al respecto9, 23-25, 32. Salvo 
en el caso de brotes epidémicos con un foco común, no se ha objetivado la transmisión 
interhumanos salvo en muy pocas ocasiones (fibrosis quística)100. Así, la infección producida 
por micobacterias atípicas está condicionada principalmente a la situación inmunológica del 
huésped31. 
Actualmente, las enfermedades producidas por micobacterias atípicas no son de declaración 
obligatoria, con lo que las cifras de incidencia o prevalencia son puramente orientativas7. En 
general, se considera que existe una mayor incidencia en climas cálidos, siendo comunes en 
regiones tropicales y subtropicales7. Existen asimismo diferencias geográficas en la 
distribución de estas especies101-102 (Tabla 2). 
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Tabla 2. Enfermedades infecciosas y localización geográfica de micobacterias atípicas  
comúnmente aisladas en la práctica clínica
103
. 
Enfermedades infecciosa Etiología Localización geográfica 
   
Enfermedad pulmonar M.avium complex Distribución mundial 
M. kansasii EE.UU., Europa, minerías de carbón 
M. abscessus Distribución mundial aunque mayoritariamente EE.UU. 
M. xenopi Europa, Canadá 
M. malmoense Reino Unido, Norte de Europa 
   
Linfadenitis M.avium complex Distribución mundial 
M. scrofulaceum Distribución mundial 
M. malmoense Reino Unido, Norte de Europa (especialmente Escandinavia) 
   
Enfermedad cutánea M. marinum Distribución mundial 
M. fortuitum Distribución mundial aunque mayoritariamente EE.UU. 
M. chelonae Distribución mundial aunque mayoritariamente EE.UU. 
M. abscessus Distribución mundial aunque mayoritariamente EE.UU. 
M. ulcerans Australia, Trópicos, África, Sudeste asiático 
   
Enfermedad diseminada M.avium complex Distribución mundial 
M. kansasii EE.UU. 
M. chelonae EE.UU. 
M. haemophilum EE.UU., Australia 
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1.4. Patología humana 
Las MNPCR pueden causar un amplísimo espectro de infecciones en humanos98, tales como 
queratitis, endoftalmitis, artritis supurativa, osteomielitis, endocarditis, linfadenitis, infección 
urinaria crónica, otitis media, mastoiditis y pleuritis104-112.  
Muchas de ellas, además, están relacionadas con la presencia de cuerpos extraños: catéteres8, 
113-114, válvulas cardíacas115, prótesis osteoarticulares116, prótesis mamarias46, 117 o infecciones 
de herida quirúrgica118. En otros casos se trata de infecciones crónicas que no responden al 
tratamiento convencional119. 
Dentro de las MCR destacan principalmente como patógenos humanos M. abscessus,            
M. chelonae y M. fortuitum9, representando aproximadamente el 90% de las infecciones por 
MCR10-11, 120. En concreto, M. abscessus ha sido recientemente reconocido como un patógeno 
emergente, en especial tras una cirugía o un proceso traumático, así como en pacientes con 
fibrosis quística10, 121-122. Otros miembros de este grupo son aislados ambientales que 
raramente causan infección en humanos11, 123-124. Por ejemplo, el aislamiento de 
Mycobacterium mucogenicum en cultivos respiratorios casi nunca es clínicamente 
significativo, ya que esta especie es frecuente en el agua del grifo y no suele causar 
enfermedades pulmonares32. Otras especies de MCR recientemente descritas como 
Mycobacterium frederiksbergense, Mycobacterium hodleri, y Mycobacterium murale han sido 
identificadas únicamente en muestras ambientales, no estando aún reconocidas como 
patógenos humanos26. 
La infección pulmonar causada por micobacterias atípicas es la manifestación más común125, y 
tiene más prevalencia en personas con alguna patología pulmonar de base estructural23, tales 
como pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), tuberculosis, 
histoplasmosis, fibrosis quística u otras causas de bronquiectasias23, 32, 126. Aunque las MNPCR 
están localizadas en todo el mundo, gran parte de la literatura sobre enfermedad pulmonar 
por MNT proviene de países industrializados, principalmente Europa, América del Norte y 
Japón127. El complejo MAC, que engloba principalmente a M. avium y M. intracellulare, es la 
causa más común de enfermedad pulmonar en todo el mundo128, siendo M. abscessus la 
etiología más prevalente dentro de las MNPCR32. Existen casos de infecciones mixtas por MNT 
asociadas con inmunosupresión celular en pacientes con VIH129-130, aunque la prevalencia real 
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puede estar subestimada debido a la dificultad existente a la hora de diferenciar 
morfológicamente las colonias en cultivos mixtos. Es probable que muchos casos de infección 
mixta por MNT se pierdan o se diagnostiquen erróneamente como infecciones por MNT 
causadas por un solo microorganismo, lo que resulta en la prescripción inapropiada de 
antibióticos. Un estudio retrospectivo reveló que el 29% de pacientes infectados por el 
complejo MAC están coinfectados por otras MNT, incluyendo M. chelonae, M. simiae,           
M. fortuitum y M. abscessus131. Del mismo modo, el 55% de los aislados con M. abscessus 
presentaron infección mixta por MAC o antecedentes de infección por este complejo132. Las 
infecciones mixtas por tres o más especies de MNT son más infrecuentes, aunque 
recientemente se ha publicado un caso de infección mixta pulmonar por tres especies 
diferentes de MNT: M. kansasii, MAC y M. abscessus133. 
Las infecciones diseminadas son casi siempre fatales y ocurren normalmente en personas con 
una profunda inmunosupresión celular (quimioterapia o trasplante de órganos)23, y con el uso 
prolongado de catéteres8. En comparación con otras infecciones sanguíneas bacterianas, la 
tasa de mortalidad asociada con infecciones del torrente sanguíneo por MCR es generalmente 
baja32, 134-135. Por lo general, las infecciones diseminadas por MCR se asocian con 
manifestaciones locales de infección, tales como eritema, calor, dolor, sensibilidad, 
supuración y síntomas sistémicos, como fiebre y escalofríos10. 
En los años 80, en la era del virus VIH, la aparición de infecciones por MAC y MNT hizo 
aumentar la conciencia del sector médico respecto a este tipo de patógenos32. La enfermedad 
en pacientes inmunocompetentes por lo general se limita a lesiones localizadas de aspecto 
granulomatoso, aunque en pacientes con SIDA o inmunodeficientes puede haber 
manifestaciones muy diversas como infección pulmonar indistinguible de la tuberculosis24, 136, 
linfadenitis o infección cutánea, e infección diseminada, con síntomas de pérdida de peso, 
fiebre, sudores nocturnos y anorexia23.  
En los últimos años se ha observado un incremento de infecciones causadas por MCR 
localizadas en piel y tejidos blandos, bien asociadas a intervenciones quirúrgicas de cirugía 
estética, o bien secundarias a infecciones diseminadas en pacientes inmunodeprimidos7. Esto 
se debe principalmente al uso de técnicas de medicina alternativa, y a que un número cada 
vez más elevado de procedimientos se realizan en centros quirúrgicos independientes, que no 
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son monitorizados rutinariamente por los organismos de supervisión equivalentes. Así, 
procedimientos de cirugía facial, abdominoplastias, liposucciones, mamoplastias y piercings se 
han asociado con infecciones debidas a MCR137-138, especialmente M. abscessus, M. fortuitum 
y M. chelonae7. De igual forma, es importante mencionar el aumento de casos de forunculosis 
causados por MNT asociados a baños de pies en centros estéticos con aparición epidémica139 
cuyo origen es el agua contaminada de dichos baños140. Estas infecciones son facilitadas por 
microabrasiones que ocurren después de la depilación y previa exposición de la piel al agua64, 
141-142 (Figura 1). Hay que tener en cuenta, además, que estos cuadros clínicos pueden 
cronificarse como consecuencia de un diagnóstico equivocado que retrase considerablemente 
el inicio del tratamiento adecuado para estas infecciones. 
   
Figura 1. Foliculitis causada por M. chelonae (FJD, Madrid). 
Como factores de patogenicidad importante de las micobacterias destacan la formación de 
biopelículas5, la capacidad de penetrar y sobrevivir intracelularmente53, o su actividad 
hemolítica143. En estos factores tienen un papel importante los glicopeptidolípidos (GPLs) que 
conforman parte de la pared de las micobacterias144. 
En 2008, Sexton y Harrison revisaron las condiciones predisponentes de enfermedad 
respiratoria por MNT en los últimos 20 años145. Según NHANES (National Health and Nutrition 
Examination Survey), se ha visto que las personas con una mayor predisposición a adquirir una 
infección por MCR son normalmente: sujetos de edad media o avanzada (en su mayoría 
mujeres de raza caucásica o asiática), altos y con un índice de masa corporal bajo146, no 
fumadores, y con bronquiectasias, acusada escoliosis, déficit de α-1 antitripsina, pectus 
excavatum o prolapso de la válvula mitral23, 59, 145, 147-149. 
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Un 36% de los pacientes con algún tipo de infección por MNT tienen mutaciones en el gen que 
codifica la proteína reguladora de la conductancia transmembrana de la fibrosis quística 
(CFTR)59, 128, 131, 147. Dicha proteína interviene en el paso del cloruro a través de las membranas 
celulares y el déficit de ésta conlleva una alteración en la producción de sudor, jugos gástricos 
y moco. La principal causa de morbilidad y mortalidad de la fibrosis quística es la afectación 
pulmonar, responsable de un 95% de los fallecimientos, sobre todo debido a las infecciones 
repetidas originadas por la obstrucción bronquial. En general, distintos defectos en la 
inmunidad celular, tales como interleukina-1223, 150, interleukina-2323, interferón-γ23, 150 o 
STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription-1) dan lugar a enfermedad 
extrapulmonar o diseminada por MNT. 
Ciertos alelos de los antígenos leucocitarios humanos, polimorfismos en NRAMP1 (Natural 
Resistance-Associated Macrophage Protein-1) y polimorfismos en el receptor de la vitamina D 
están implicados en una mayor predisposición congénita de enfermedad pulmonar por 
MNT103, 151. 
Una causa más reciente de inmunosupresión que favorece el desarrollo de enfermedad por 
MNT es la introducción de agentes biológicos, especialmente los inhibidores del factor de 
necrosis tumoral TNF-α (infliximab, etanercept, adalmumab)23, 149, 152-156, siendo el complejo 
MAC el grupo de especies implicado con mayor frecuencia149. Además, los pacientes que 
utilizan estos agentes tienen un mayor riesgo de contraer otras infecciones granulomatosas, 
tales como la activación de la infección latente por tuberculosis157-158. 
El patrón común de patogénesis celular de las infecciones por MNT más frecuente fue descrito 
por McGarvey y Bermudez159. Las cepas de MNT pueden acceder al cuerpo humano a través 
del sistema gastrointestinal o respiratorio, o menos frecuentemente por inoculación directa. 
El complejo MAC puede resistir a la acción del ácido gástrico y tiende a ser capturado 
posteriormente por los enterocitos del íleon terminal. Dentro de las células epiteliales, se 
produce un cambio fenotípico que favorece la resistencia bacteriana frente a los macrófagos 
una vez que salen de estas células103.  
Las MCR pueden ser inhaladas a partir del polvo, agua y otros aerosoles. En la mayoría de las 
ocasiones son eliminadas por la inmunidad innata del hospedador mediante aclaramiento 
mucociliar y tos, no produciendo así ninguna patología103. 
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1.5. Diagnóstico 
1.5.1 Estudios de laboratorio 
Siempre que resulte posible es muy importante hacer una identificación hasta llegar a nivel de 
especie24, ya que las especies de MNT difieren en muchos aspectos de relevancia clínica125, 160. 
El diagnóstico microbiológico de las infecciones por MNT incluye la observación microscópica 
directa de muestras clínicas, el cultivo de las mismas en medios selectivos y la identificación 
de las especies aisladas mediante técnicas fenotípicas, bioquímicas, cromatográficas y 
moleculares161. 
Actualmente, la tecnología basada en la detección de la diana 16S ARNr (PCR), hsp65, rpoB y 
las técnicas de hibridación ayudan a diferenciar M. tuberculosis de otras micobacterias7, 25-26, 
162-168. Los análisis de estos genes son especialmente útiles para el diagnóstico e identificación 
de micobacterias debido, sobre todo, al lento crecimiento de estos microorganismos. Hoy día 
disponemos de herramientas que nos permiten caracterizar molecularmente las infecciones, 
tales como la electroforesis de campo pulsante (PFGE), amplificación aleatoria de ADN 
polimórfico (RAPD) o secuenciación mediante PCR de ITS (Internal Transcribed Sequence) o 
MIN33169 (Figura 2). 
 
Figura 2. PCR MIN 33 para diferenciar Mycobacterium chimaera y Mycobacterium intracellulare. 
1. M. chimaera AF1516 (control); 2. M. intracellulare 1406 (control); 3-16. Muestras ambientales. 
(Biological Sciences. Virginia, EE.UU.). 
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El examen microscópico es el método más sencillo, rápido y económico para el diagnóstico 
microbiológico, aunque presenta una sensibilidad muy inferior al cultivo (entre un 22-80%) y 
no permite distinguir entre especies (con alguna excepción, como es el caso de M. kansasii). 
Proporciona al clínico una orientación diagnóstica preliminar y ayuda a monitorizar la 
respuesta de los pacientes al tratamiento antimicobacteriano. También permite confirmar 
que el crecimiento observado en el cultivo es una micobacteria y detectar una posible 
contaminación170. La sensibilidad depende de la concentración de micobacterias, por lo que es 
de suma importancia la buena elección de la muestra en cada caso. Así, en los niños con 
sospecha de infección pulmonar por micobacterias, o en los adultos a los que no se les puede 
inducir la producción de esputo, el lavado gástrico es la muestra de elección23. 
Las micobacterias tienen un alto contenido lipídico en su pared celular (ácidos micólicos) que 
las hace impermeables a un gran número de compuestos (Figura 3), una característica en 
parte responsable de la resistencia intrínseca de las micobacterias a antibióticos171.  
                  
Figura 3. Representación esquemática de la envoltura celular micobacteriana
172
. 
Los componentes estructurales de la envoltura celular son: la membrana plasmática, la pared celular 
compuesta por peptidoglicano, arabinogalactano y ácidos micólicos, y una capa más externa 
(cápsula). También existen porinas y lipoarabinomanano atravesando toda la pared y envoltura 
micobacteriana, respectivamente. 
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Debido a esta característica, para teñir las micobacterias se utilizan tinciones específicas entre 
las que se incluyen la tinción ácido-alcohol resistente (Ziehl-Neelsen y Kinyoun) o auramina-
rodamina (Figura 4), siendo esta última de elección por su mayor sensibilidad23. 
    
Figura 4. Técnicas de tinción específicas de bacilos ácido-alcohol resistentes en muestras clínicas. 
a) Tinción Ziehl-Neelsen (FJD, Madrid) b) Tinción de auramina (FJD, Madrid) 
 
La identificación basada en pruebas bioquímicas es insuficiente para realizar una 
identificación correcta de los aislamientos. En el momento actual, sólo la identificación 
molecular y métodos cromatográficos permiten una identificación correcta de las distintas 
especies173. En este sentido, existen sistemas comerciales que permiten identificar 
correctamente las especies más frecuentes (Figura 5).  
 
Figura 5. Sonda GenoType® Mycobacterium CM/AS. 
Fuente: http://www.hainlifescience.de/en/products/microbiology/mycobacteria/genotype-mtbc.html 
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La identificación de las especies menos frecuentes requiere de una aproximación más 
especializada. Puede ser necesaria la combinación de PCR-RFLP Analysis (PRA) con una amplia 
batería de pruebas bioquímicas, y en algunos casos se hace imprescindible la secuenciación de 
diversos genes. 
Una nueva herramienta para la identificación de especies de MNT es la espectrometría de 
masas mediante Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight (MALDI-TOF)174. El 
método óptimo para la extracción de proteínas a partir de micobacterias y el poder 
discriminatorio de este método todavía no han sido establecidos. 
1.5.2. Estudios de imagen   
Las manifestaciones radiológicas de la infección pulmonar por micobacterias atípicas son muy 
variadas e incluyen la presencia de consolidación, cavitación, fibrosis, nódulos, 
bronquiectasias y/o adenopatías29, 133, 175-176 (Figura 6). Las manifestaciones clínico-
radiológicas de la infección pulmonar por micobacterias atípicas varían en función de si el 
paciente tiene alguna afectación pulmonar preexistente, y de si es inmunocompetente o 
inmunodeprimido59. Aunque la infección por micobacterias atípicas clásica puede ser 
indistinguible de la tuberculosis activa, por lo general es menos sintomática.  
Los hallazgos radiológicos de la infección por micobacterias atípicas incluyen formas cavitadas 
en pacientes con afectación pulmonar, formas nodulares y bronquiectasias en pacientes 
inmunocompetentes, y adenopatías mediastínicas o hiliares en pacientes con SIDA59.  
 
Figura 6. Imagen radiológica de infección pulmonar por M. intracellulare (FJD, Madrid). 
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1.5.3. Otras pruebas diagnósticas  
Las micobacterias atípicas pueden presentar una reacción cruzada con M. tuberculosis en la 
prueba de Mantoux o de la Tuberculina, produciendo en general una menor reacción ante 
dicho test177. Se ha experimentado con análogos del PPD (Derivado de proteína purificada) 
realizados a partir de diferentes especies de micobacterias atípicas pero debido a estas 
reacciones cruzadas su uso no es útil en la práctica clínica diaria178. Algunos autores refieren 
que este test podría ser útil para el diagnóstico precoz de adenitis por MNT, aunque existen 
controversias a la hora de interpretar los resultados54. 
1.5.4. Criterios ATS/IDSA 
La Sociedad Torácica Americana y la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas 
(ATS/IDSA) recogen los criterios que ayudan al diagnóstico de enfermedad pulmonar y 
extrapulmonar causada por MNT32. 
Los síntomas de enfermedad pulmonar por MNT suelen ser inespecíficos. La mayoría de los 
pacientes presentan tos crónica, con o sin producción de esputo o hemoptisis, fatiga o 
malestar general. Los síntomas constitucionales, tales como pérdida de peso, fiebre o sudores 
nocturnos, son menos frecuentes y ocurren aproximadamente en un 30-50% de los pacientes, 
indicando normalmente enfermedad avanzada32, 125, 179. 
Para el diagnóstico de enfermedad pulmonar muchas veces resulta complicado determinar si 
un cultivo es positivo como consecuencia de que en verdad existe una enfermedad o si es a 
causa de una posible contaminación o a una colonización transitoria/crónica del tracto 
respiratorio31, 59. Se han descrito pseudo-brotes de MNT en hospitales como resultado de 
contaminaciones en los propios laboratorios, en los suministros de agua, o en el instrumental 
médico180-181. Para evitar este tipo de problemas la ATS/IDSA recomienda que el diagnóstico 
de infección por MNT se haga solamente en presencia de datos clínicos, radiológicos y 
microbiológicos que apoyen la evidencia de infección32, 182.   
Cuando la radiografía no proporciona un resultado convincente al clínico, se recomienda 
incluir en la evaluación una tomografía computarizada de alta resolución (TCAR), que permite 
diferenciar entre colonización e infección invasiva23. La TCAR puede mostrar imágenes de 
áreas dispersas de bronquiectasias, a menudo combinadas con infiltrados nodulares y 
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cavitados, con un patrón ocasional de "árbol en brote". Se requieren al menos 3 muestras de 
esputo a las que se les debe realizar tanto tinción ácido-alcohol resistente como cultivo   
(Tabla 3)32. 
Para el diagnóstico de una enfermedad extrapulmonar (linfadenitis, infección osteoarticular, 
infección de piel y tejidos blandos) o diseminada por MNT se necesita una combinación de 
criterio clínico y microbiológico, apoyado en lo posible por una confirmación histopatológica32. 
Es importante la recogida de muestras de territorios estériles, incluyendo la sangre en el caso 
de infecciones diseminadas. El número de hemocultivos requerido para el diagnóstico es un 
tema en debate. Un solo hemocultivo tiene una sensibilidad del 90-95%. No obstante, parece 
razonable repetir el cultivo tras 1 o 2 semanas si persiste la sospecha clínica de infección 
diseminada. Tras la sangre, la médula ósea es la muestra de mayor rendimiento para ese tipo 
de infección. Los laboratorios que no puedan procesar estas muestras pueden optar por 
enviarlas a su centro de referencia o bien, alternativamente, tomar muestras de biopsias de 
ganglios linfáticos, bazo e hígado, fundamentalmente170. 
Tabla 3. Criterios clínicos y microbiológicos para el diagnóstico de enfermedad pulmonar por MNT
32
. 
Criterios clínicos (ambos requeridos) 
 Síntomas pulmonares, nódulos, o cavidades en radiografía torácica, o un escáner en TCAR que muestre 
bronquiectasias multifocales con múltiples nódulos pequeños 
 Exclusión de otros diagnósticos 
Criterio microbiológico (al menos 1 de ellos) 
 Cultivos positivos de al menos 2 muestras de esputo mediante expectoración. Repetir cultivos y 
extensiones en caso necesario 
 Cultivo positivo de al menos 1 lavado bronquial 
 Biopsia transbronquial o pulmonar con características histopatológicas micobacterianas (inflamación 
granulomatosa o tinción ácido-alcohol resistente positiva) y 1 o más muestras de esputo o lavados 
bronquiales con cultivo positivo para MNT 
Consejos 
 Consultar al especialista cuando se aíslen MNT en una localización infrecuente o que normalmente 
representa contaminación ambiental 
 Pacientes con sospecha de infección pulmonar por MNT deben ser monitorizados hasta que se 
establezca o excluya dicho diagnóstico 
 El diagnóstico de infección pulmonar por MNT no necesita la instauración per se de una terapia ya que 
es una decisión basada en los riesgos potenciales o beneficios que ésta conlleva para un paciente 
concreto 
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Cualquier paciente con sospecha de tener una enfermedad producida por MNT debe ser 
monitorizado hasta que se diagnostique o se excluya la existencia de dicha enfermedad. En 
cada caso se debe evaluar qué tratamiento es el más adecuado y los posibles riesgos-
beneficios del mismo32, 183. La monitorización durante el tratamiento incluye cultivos 
mensuales de esputo, con una duración del tratamiento de hasta al menos 12 meses más 
desde la negativización de las muestras23. Las técnicas moleculares no sirven para llevar a 
cabo la monitorización del paciente dado que persisten positivas durante mucho tiempo23. 
1.5.5. Procedimientos invasivos 
En muchos casos se hace necesario realizar una biopsia de piel, de los ganglios afectados y del 
pulmón para diagnosticar una infección por micobacterias atípicas126. El tejido obtenido se 
puede utilizar para cultivos y para el examen histopatológico. Este último puede revelar 
granulomas tuberculoides, infiltrado difuso de histiocitos, células espumosas, paniculitis 
aguda y crónica, inflamación crónica inespecífica, abscesos cutáneos, granulomas supurativos 
y foliculitis necrotizante69. Los granulomas supurativos son el rasgo más característico en la 
piel de las muestras de biopsia cutánea de las infecciones por micobacterias atípicas, 
presentándose en un 30-50% de los casos184-185. 
1.5.6. La autofluorescencia como herramienta diagnóstica 
La autofluorescencia intrínseca, incluyendo la presencia de autofluorescencia en el rango del 
cian (Ex. 438/24-Em. 483/32) es una característica que se ha encontrado previamente en 
diferentes microorganismos, incluyendo bacterias (ej. Lactobacillus sp., Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis) y levaduras (ej. Saccharomyces 
sp.)186-188. En el estudio de Bhatta et al. los espectros de emisión y excitación revelaron que las 
bacterias y los hongos se pueden diferenciar por su fluorescencia intrínseca con excitación 
UV186. Adicionalmente, se han observado también diferencias entre distintas cepas del Género 
Saccharomyces, demostrándose con todo ello que la fluorescencia se puede utilizar con éxito 
para diferenciar distintas especies de microorganismos mediante la identificación de las 
huellas dactilares espectroscópicas, sin la necesidad de tinción fluorescente. 
Dentro de las micobacterias, Patiño et al. fueron los primeros en detectar la presencia de 
autofluorescencia azul en diversas especies de micobacterias incluyendo M. tuberculosis,      
M. smegmatis, M. marinum, M. fortuitum, y otras especies relacionadas como Nocardia sp. y 
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Corynebacterium glutamicum12. Los autores observaron que todas las especies, excepto         
C. glutamicum, poseen la capacidad de emitir autofluorescencia, siendo una herramienta 
diagnóstica potencialmente rápida e importante. Más recientemente se han realizado 
estudios donde se ha detectado la presencia de autofluorescencia roja/verde en tejidos vivos 
de peces cebra emitida por M. chelonae189, resultando de especial importancia para el 
screening de peces infectados que podrían llegar a infectar al ser humano. 
1.6. Manejo clínico y terapéutico 
El tratamiento de las infecciones producidas por micobacterias atípicas difiere mucho en 
función de la forma clínica de presentación. Debido al desarrollo de resistencias bacterianas, 
se recomienda el uso de al menos dos fármacos activos134, y en algunos casos es necesario 
asociar un tratamiento quirúrgico (por ejemplo, en M. ulcerans y M. scrofulaceum)28, 59, 190. El 
uso de un tratamiento combinado durante períodos de tiempo prolongados permite un efecto 
sinérgico superior y se reduce al mínimo la aparición de resistencias antimicrobianas. Sin 
embargo, las combinaciones tienen el riesgo de producir un gran número de efectos 
secundarios28. Algunos de los tiempos recomendados de tratamiento terapéutico según el 
tipo de infección son, por ejemplo, de entre 18-24 meses en pacientes inmunocompetentes 
con infección clínica significativa por MNT, menos de 12 meses en infecciones del tracto 
respiratorio inferior, y por lo menos de 6 meses en casos de osteomielitis32. 
Las micobacterias atípicas son resistentes a los fármacos antituberculosos convencionales, 
pero pueden ser sensibles a antimicrobianos de amplio espectro8. Las infecciones producidas 
por estos microorganismos pueden ser tratadas con varios antibióticos: amicacina, cefoxitina, 
ciprofloxacino, claritromicina, doxiciclina, imipenem, sulfametoxazol, o tobramicina11. 
Claritromicina ha demostrado ser muy eficaz frente a una amplia gama de micobacterias 
atípicas, pero algunos microorganismos son resistentes191-192, por lo que se hace necesario 
realizar pruebas de sensibilidad a antibacterianos de forma individualizada. Incluso cuando 
estas cepas son sensibles a los macrólidos, claritromicina se debe usar con precaución, 
especialmente cuando se administra en monoterapia8, 193. 
En publicaciones recientes se postula la utilización de nuevos fármacos para el tratamiento de 
las infecciones por MCR, incluyendo las 8-metoxi-fluroquinolonas (gatifloxacina, 
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moxifloxacina), linezolid, tigeciclina, telitromicina o isepamicina. La actividad in vitro de estos 
fármacos parece buena pero la experiencia clínica aún es limitada. Gatifloxacina parece tener 
buena actividad frente a M. fortuitum, pero no frente a M. abscessus y M. chelonae194; la 
actividad de linezolid es variable frente a las 3 especies194-195; mientras que telitromicina ha 
resultado ser poco efectiva196-197. Sin embargo, los ensayos publicados sobre tigeciclina e 
isepamicina confieren a estos antimicrobianos una actividad similar a la de amicacina para un 
gran número de especies de MCR, incluidas las más habituales197-198. 
La recomendación terapéutica viene dada por la especie y por la localización de la infección14. 
M. abscessus es considerada como una de las especies más virulentas y resistentes de MCR122. 
Por lo general, es resistente a imipenem, ciprofloxacino, cotrimoxazol y doxiciclina, y sensible 
a los macrólidos y amicacina9, 101, 194, 199, variando su sensibilidad a cefoxitina desde un 7% 
hasta un 75%9, 101, 199-200. M. chelonae tiene un fenotipo y un perfil de sensibilidad 
antimicrobiano similar a M. abscessus, siendo generalmente sensible a amicacina y a los 
macrólidos, y resistente a las quinolonas, cefoxitina, y cotrimoxazol, con una actividad del 30% 
y 40% frente a doxiciclina e imipenem, respectivamente9, 32, 101, 134, 194, 201. En el tratamiento de 
infecciones producidas por M. fortuitum, los antibióticos recomendados son ciprofloxacino, 
imipenem, cotrimoxazol y amicacina. Sin embargo, la proporción de cepas sensibles a 
claritromicina es baja en comparación con la de otras especies de MCR9, 14, 101, 194. 
1.6.1. Tratamiento quirúrgico 
Dentro del tratamiento quirúrgico, el drenaje quirúrgico, el desbridamiento, la retirada de 
cuerpos extraños y el tratamiento antibiótico combinado se incluyen, en muchas ocasiones, 
durante períodos de tiempo prolongado14, 112, 122. En algunos casos, sobre la base de la 
evaluación clínica, un tratamiento adecuado requiere de un desbridamiento agresivo de todos 
los tejidos infectados y ,en ocasiones, de la colocación de injertos de piel para cubrir defectos 
tisulares grandes14. El injerto no parece fomentar las infecciones recurrentes.  
Por todo ello, el diagnóstico y el tratamiento debe ser multidisciplinar126, incluyendo el aporte 
de especialistas en diferentes áreas: dermatólogos, infectólogos, microbiólogos, internistas y 
cirujanos plásticos.  
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1.7. Sensibilidad in vitro y mecanismos de resistencia antibiótica 
No existe un sistema estandarizado para estudiar la sensibilidad antimicrobiana de la mayoría 
de MNT , y en algunas especies sigue existiendo una falta de correlación entre resultados       
in vivo e in vitro23, 59, 190, 202. La resistencia natural de las micobacterias frente a algunos 
fármacos se relaciona, en gran parte, con su hidrofobicidad y, por lo tanto, con la 
permeabilidad de su pared celular. La pared celular de las micobacterias es rica en lípidos y 
forma una barrera importante a la penetración de compuestos antimicrobianos203. Para las 
especies más relevantes existen recomendaciones oficiales descritas en el CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute)204. La técnica de referencia recomendada para el estudio de 
sensibilidad de MNT es la microdilución en caldo205-206. Sin embargo, existen infecciones 
causadas por MNT que aún no tienen pautas de tratamiento ni de estudio de sensibilidad 
claramente establecidas. 
Por otra parte, la técnica de referencia es difícil de llevar a cabo por laboratorios con un 
número pequeño de aislamientos. Se han evaluado técnicas alternativas para su utilización de 
forma individualizada, tales como la técnica disco-placa o el E-test, pero en ambos casos 
pueden existir problemas de reproducibilidad, lectura, etc170. 
Existen, además, otros problemas relacionados con los mecanismos de resistencia que no 
pueden detectarse fácilmente con el antibiograma, como la adquisición de genes de 
resistencia a macrólidos191, 207-209, mutaciones dirigidas o la presencia de bombas de eflujo, 
tales como tap210, tetV211, lfrA212 and efpA213, que causan resistencia fenotípica a las 
quinolonas y a los macrólidos209-210, 214-219. En el caso de claritromicina, el CLSI recomienda 
hacer una primera lectura de la concentración mínima inhibitoria (CMI) al tercer día y 
posteriormente en el día 14 para determinar la presencia de resistencia inducible a los 
macrólidos por genes erm32. 
1.7.1. Metilasas y genes erm como mecanismo de resistencia a macrólidos 
1.7.1.1. Definición 
Muchas MCR son consideradas sensibles a los macrólidos como claritromicina y azitromicina, 
antibióticos que se incluyen en la terapia de muchas infecciones producidas por estos 
microorganismos11, 32, 98, 120, 220. 
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El problema que presentan estos compuestos es el desarrollo de una resistencia fenotípica 
secundaria a mutaciones específicas en la región peptidiltransferasa del gen 23S del 
ribosoma13, 221. La resistencia viene dada a través de la metilación de los ARN ribosomales 23S 
que dificulta la unión de los macrólidos a los ribosomas191, 208, 222.  
Por otra parte, las metilasas son enzimas inducibles descritas en múltiples especies de 
bacterias cuyo efecto en la resistencia antimicrobiana fenotípica puede no ser detectado en 
los tests antimicrobianos convencionales222, lo que podría explicar la falta de eficacia de este 
grupo de antibióticos en el tratamiento de infecciones por micobacterias208.  
1.7.1.2. Tipos de metilasas 
Este mecanismo de resistencia intrínseco a los macrólidos asociado a metilasas ha sido 
detectado en múltiples especies de micobacterias, incluyendo 5 clases diferentes de genes 
erm (erythromycin ribosome methylation): erm (37) M. tuberculosis complex223-225, erm (38) 
grupo M. smegmatis192, 222, 226, erm (39) grupo M. fortuitum191, 222, erm (40) M. mageritense y 
Mycobacterium wolinsky222, y erm (41) M. abscessus y Mycobacterium bolletii208. Cabe 
destacar la falta de genes erm en M. chelonae227, lo que puede explicar por qué las infecciones 
producidas por esta especie responden mejor a la quimioterapia basada en macrólidos, y por 
qué carecen o solo muestran pequeños cambios en las CMIs de claritromicina en incubaciones 
prolongadas. En términos de manejo terapéutico, este gen puede desempeñar también un 
papel fundamental como marcador para distinguir las diferentes especies de MCR11, 227. 
1.8. Biopelículas  
1.8.1. Definición 
En el siglo XVII, Van Leeuwenhoek, utilizando sus microscopios artesanales, fue el primero en 
describir la presencia de microorganismos adheridos a superficies dentales, por lo que se le 
considera como el descubridor de las biopelículas bacterianas228. 
Tres siglos después, en 1978, J. W. Costerton et al., tratando de encontrar una explicación a la 
resistencia bacteriana frente a los desinfectantes en sistemas de aguas industriales, 
descubrieron la existencia de comunidades bacterianas embebidas en matrices glucoproteicas 
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desarrolladas en superficies en contacto con el agua, a las que denominaron biopelículas229. A 
esta forma de organización bacteriana le achacaron la resistencia investigada.  
La biopelícula bacteriana es un importante factor de patogenicidad. J. W. Costerton definió la 
biopelícula como "una comunidad estructurada de microorganismos que crecen embebidos 
en una matriz de exopolisacáridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo", 
representando una manera de permitir el crecimiento y supervivencia en diferentes 
ambientes230. 
La capacidad de adherencia y formación de biopelículas no parece estar restringida a ningún 
grupo específico de microorganismos y se considera que bajo condiciones ambientales 
adecuadas (pH, niveles de nutrientes, hierro, oxígeno, fuerza iónica y temperatura) todos los 
microorganismos son capaces de formar biopelículas 231. Esta capacidad está extendida entre 
las diferentes especies de MNPCR52, 232-233 y, además, está relacionada con el significado 
clínico234. La temperatura óptima en el caso de MNT es de entre 28 y 37ºC.  
Aunque la composición de la biopelícula es variable en función del sistema de estudio, en 
general, el componente mayoritario es el agua, que puede representar hasta un 98% del 
contenido total70. Además de agua y de las células bacterianas, la matriz de la biopelícula es 
un complejo formado por polisacáridos, ácidos nucleicos, proteínas, lípidos y productos 
diversos procedentes de la lisis de las bacterias235-238, que se conocen como "sustancias 
poliméricas extracelulares"70, 239. Ojha et al. destacan que en el caso de las micobacterias la 
composición de la matriz extracelular difiere significativamente con respecto a la de otras 
bacterias, siendo especialmente más rica en lípidos que en polisacáridos240.  
La arquitectura de la matriz de la biopelícula no es sólida sino que presenta canales que 
permiten el flujo de agua, nutrientes y oxígeno incluso hasta en las zonas más profundas de la 
biopelícula70 (Figura 7). 
La existencia de estos canales no evita, sin embargo, que dentro de la biopelícula existan 
entornos diferentes con concentración variable de nutrientes, pH u oxígeno241. Esta 
circunstancia aumenta la heterogeneidad de las bacterias que conforman la biopelícula, 
dando lugar a células con diferente expresión génica242. 
 
   Introducción 
41 
 
Figura 7. Biopelícula de M. smegmatis a las 24h (tinción Live/Dead BackLight
©
). 
Las biopelículas pueden estar formadas por una sola especie bacteriana, pero en la naturaleza 
normalmente están formadas por muchas especies bacterianas, así como hongos, algas, 
levaduras y protozoos. Por ejemplo, las biopelículas de la placa dental contienen típicamente 
más de 500 especies bacterianas243. Es de destacar que las interacciones que se establecen 
entre especies no siempre son de simbiosis, como es el caso de la interacción que existe entre 
M. avium y Methylobacterium spp. en la formación de biopelículas (Figura 8). 
          
Figura 8. Formación de biopelículas de M. avium y Methylobacterium spp. 
a) Aislamiento de Methylobacterium spp y  
M. avium en placa 7H10 (Virginia, EE.UU.)          
b) Reactor del CDC (Virginia, 
EE.UU.) con discos de acero 
inoxidable donde se hace crecer 
la biopelícula 
Introducción    
42 
1.8.2. Crecimiento planctónico frente a crecimiento en biopelícula 
Las Bacteria coexisten en dos formas en relación con el medio que las rodea, presentando las 
siguientes características236, 238: 
a) Las Bacteria planctónicas o de vida libre: permiten la propagación de las bacterias a otras 
superficies y son más susceptibles al tratamiento antimicrobiano. Pueden adherirse a 
superficies y convertirse en células sésiles. 
b) Las Bacteria contenidas en biopelículas: forman colonias de microorganismos sésiles. 
Desde la biopelícula pueden desprenderse células, convirtiéndose en células planctónicas, 
caracterizadas por una rápida dispersión y multiplicación.  
El 99% de las células bacterianas se presenta en calidad de biopelículas, mientras que el 1% 
restante subsisten en los estadíos planctónicos hasta que logran constituir biopelículas244-246. 
Dependiendo de las condiciones ambientales, una misma bacteria puede crecer sésil, 
adherida a una superficie o crecer de forma planctónica libremente en el medio líquido. 
1.8.3. La adherencia primaria y el desarrollo de la biopelícula 
El proceso de formación de una biopelícula se puede describir en 4 fases: adhesión reversible, 
adhesión irreversible, maduración y dispersión236 (Figura 9). 
La etapa inicial del proceso de formación de la biopelícula es la adherencia sobre la 
superficie241. Los cationes metálicos tales como Ca2+ y Mg2+ juegan un papel importante en la 
adherencia microbiana y en la formación de biopelículas247. En bacterias gramnegativas se ha 
visto que los flagelos, las fimbrias de tipo I, IV y los curli son importantes para la etapa de 
adherencia primaria70, 248-249. La motilidad parece que ayuda a la bacteria a alcanzar la 
superficie y contrarrestar las repulsiones hidrofóbicas. Sin embargo, aunque la motilidad 
ayuda al proceso, no parece ser un requisito esencial debido a que muchas bacterias 
grampositivas inmóviles, como estafilococos, estreptococos y micobacterias son capaces de 
formar biopelículas. En el caso de las bacterias grampositivas se ha descrito la participación de 
proteínas de superficie (AtlE, Bap, Esp) en esta primera etapa de adherencia primaria250-251, al 
igual que proteínas de unión a fibronectina (FnBPA y FnBPB)252, proteínas de unión a colágeno 
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Cna253 y factor de aglutinación A y B (ClfA y ClfB)254-255 que se unen a componentes de la 
matriz extracelular en el caso de S. aureus. 
 
Figura 9. Proceso de formación de una biopelícula. 
Este diagrama muestra el esquema de las diferentes etapas del desarrollo de una biopelícula:  
1. Fase reversible de adhesión; 2. Unión irreversible; 3. Maduración-1; 4. Maduración-2;            
5. Dispersión. Debajo del dibujo se muestran 5 micrografías electrónicas que reflejan cómo se 
ve realmente la biopelícula en cada etapa. D. Davis. Looking for Chinks in the Armor of Bacterial 
Biofilms. PLoS Biol, Vol 5, issue 11. 
Una vez que la bacteria se ha adherido a la superficie comienza a dividirse y las células hijas se 
extienden alrededor del sitio de unión, formando y diferenciando así las estructuras de la 
biopelícula256. 
En una etapa posterior la bacteria comienza a secretar un exopolisacárido que constituye la 
matriz de la biopelícula y se forman canales dentro de dichas estructuras. 
La composición del exopolisacárido es diferente en cada bacteria y varía desde alginato en 
Pseudomonas aeruginosa, celulosa en Salmonella typhimurium, o un exopolisacarido rico en 
glucosa y galactosa en Vibrio cholerae, etc. Además, estudios recientes han puesto de 
manifiesto que incluso una misma bacteria, dependiendo de las condiciones ambientales en 
las que se encuentre, puede producir distintos exopolisacáridos como componentes de la 
matriz de la biopelícula.  
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Finalmente, algunas bacterias de la matriz de la biopelícula se liberan de la misma para poder 
colonizar nuevas superficies, cerrando el proceso de desarrollo de formación de la 
biopelícula256-257. Como resultado, las biopelículas se convierten en una fuente de infección 
persistente y crónica. Algunos autores sugieren que esto ocurre debido a que existen 
bacterias deficientes en la síntesis del exopolisacárido y por tanto deficientes en la formación 
de la biopelícula, permitiendo a la bacteria mantener un pequeño porcentaje de la población 
incapaz de sintetizar el exopolisacárido y poder escapar de la biopelícula258. Algunos autores 
sostienen que en algunas bacterias el proceso de liberación desde la biopelícula se produce 
gracias a la producción de enzimas que degradan de forma específica el exopolisacárido de la 
biopelícula. 
1.8.4. Regulación del proceso de formación de la biopelícula 
El proceso de formación de las biopelículas está regulado por señales químicas. Las bacterias 
se comunican unas con otras mediante moléculas señales denominadas "autoinductores", y a 
este proceso de comunicación se le conoce como quorum sensing (QS) o autoinducción246, 259. 
El sistema de QS es un mecanismo de regulación dependiente de la acumulación en el medio 
ambiente de una molécula señal, autoinductor, que permite a la bacteria sentir la densidad de 
población existente260. En bacterias gramnegativas el autoinductor es principalmente 
acilhomoserina lactona, mientras que en bacterias grampositivas son péptidos261-262. Cuando 
se acumula en el medio una suficiente cantidad del autoinductor (habitualmente debido al 
aumento en la densidad de población) se activa un receptor específico que altera la expresión 
de genes afectando a distintos fenotipos.  
1.8.5. Biopelículas bacterianas e infección 
En la actualidad el principal problema que se nos presenta es la presencia de bacterias ubicuas 
capaces de producir infecciones de tipo crónico263, que responden pobremente a los 
tratamientos antibióticos y no pueden prevenirse mediante inmunización.  
Las biopelículas están implicadas en más del 80% de enfermedades inflamatorias e infecciosas 
crónicas causadas por bacterias235. Un ejemplo paradigmático de estas infecciones, cada vez 
más frecuente, es el relacionado con dispositivos médicos (catéteres, tubos endotraqueales, 
dispositivos intrauterinos, marcapasos, prótesis articulares)70, 228 y otras infecciones crónicas 
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como otitis media, endocarditis, úlceras gastrointestinales, neumonía en pacientes con 
fibrosis quística, infecciones urinarias crónicas, o infecciones de próstata y osteomielitis70, 104-
106, 108-111, 264-267. Las bacterias formadoras de biopelículas más comúnmente aisladas en 
muestras clínicas incluyen Enterococcus faecalis, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Streptococcus viridans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, y                   
P. aeruginosa268 (Tabla 4).  
El análisis directo de los implantes y tejidos de estas infecciones muestra claramente que la 
bacteria responsable de la infección crece adherida sobre el tejido o el implante produciendo 
biopelículas. Dentro de la biopelícula, las bacterias están protegidas de la acción de los 
anticuerpos, del ataque de las células fagocíticas y de los tratamientos antimicrobianos. 
Tabla 4. Lista de algunas infecciones humanas en las que están involucradas biopelículas bacterianas
235
. 
  
Biopelícula Especie bacteriana 
  
Caries dental Cocos grampositivos acidogénicos (ej. Streptococcus) 
Periodontitis Bacterias anaeróbicas orales gramnegativas 
Otitis media Haemophilus influenzae 
Infecciones del sistema músculo-esquelético Cocos grampositivos (ej. Staphylococcus) 
Fascitis necrotizante Streptococcus Grupo A 
Osteomielitis Varias especies bacterianas y fúngicas, generalmente 
mezcladas 
Prostatitis bacteriana Escherichia coli y otros bacilos gramnegativos 
Endocarditis Streptococcus viridans 
Neumonía por fibrosis quística Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia ceparia 
Suturas Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus 
Cistitis por catéteres urinarios Escherichia coli y otros bacilos gramnegativos 
Tubos endotraqueales Bacterias y hongos 
Válvulas mecánicas del corazón Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus 
Injertos vasculares Cocos grampositivos 
Dispositivos ortopédicos Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus 
Neumonía (cuidados intensivos) Bacilos gramnegativos 
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1.8.5.1. Detección de biopelículas en dispositivos médicos 
Un procedimiento ampliamente practicado para detectar la colonización bacteriana en la 
punta del catéter es el método desarrollado por Maki269, pero esta técnica puede tener una 
sensibilidad limitada270. Los métodos que detectan y cuantifican las biopelículas tanto en la 
superficie interna (luminal) como en el exterior de los catéteres proporcionan una imagen 
verdadera de la colonización por la biopelícula bacteriana70. Kite et al. también propusieron 
una técnica de cepillado endoluminal para la cuantificación de organismos en biopelícula 
asociados en catéteres271. Para el resto de implantes la metodología está mucho menos 
estandarizada, por lo que su procesamiento para el diagnóstico de infección asociada a 
implantes es muy variable. 
Un método mucho más fiable es el uso de fuerzas mecánicas (por ejemplo, sonicación o 
agitación con vórtex)272 para eliminar los microorganismos que forman biopelículas, que a 
continuación se pueden cuantificar por medio de recuento en placa o técnicas de tinción 
fluorescentes. Ejemplos de tales métodos se describen en los artículos de Tenney et al.273, 
Sherertz et al.274, Donlan et al.275 y Trampuz et al.276. Esta metodología se considera hoy en día 
de referencia en el diagnóstico de estas infecciones en determinados implantes (sobre todo 
ortopédicos)277. 
1.8.6. Biopelículas y resistencia antibiótica 
La característica que mejor distingue las infecciones crónicas relacionadas con biopelículas de 
las infecciones agudas es su respuesta a tratamientos antibióticos238. Mientras que las 
infecciones agudas pueden ser eliminadas tras un breve tratamiento antibiótico, las 
infecciones por biopelículas normalmente no consiguen ser completamente eliminadas, 
producen episodios recurrentes y la mayoría de las veces deben resolverse sustituyendo el 
implante278. Esto se debe a que las bacterias de la biopelícula pueden ser mucho más 
resistentes a los antibióticos que esas mismas bacterias crecidas en medio líquido279. 
En las biopelículas existe un ambiente muy dinámico y la tasa de intercambio de material 
genético es muy elevada, sobre todo la mediada por plásmidos280-282. El efecto sobre la 
sensibilidad antibiótica puede ser intrínseca (inherente en el modo de crecimiento de 
biopelícula) o adquirida (causada por la adquisición de plásmidos de resistencia)70. Los 
plásmidos son moléculas de ADN extracromosómicas que pueden codificar resistencia a 
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múltiples antimicrobianos (antibióticos, desinfectantes, metales pesados)2, 70, 283, y al mismo 
tiempo la información para diversos factores de virulencia (fimbrias, exoenzimas que 
potencian la invasividad, cápsulas antifagocíticas, toxinas, sistemas para atrapar hierro, etc.). 
A ese conjunto de información genética es a lo que se ha denominado "islas de 
patogenicidad". 
Las biopelículas, además de la resistencia asociada a la transferencia de plásmidos, presentan 
una resistencia intrínseca dada por su arquitectura, cambios metabólicos, cambios genéticos o 
formación de endosporas284: 
a) Arquitectura de la biopelícula: la matriz de exopolisacáridos actúa como amortiguador 
frente a los cambios en el entorno físico e influye igualmente en la difusión física y 
química de los antibióticos285.  
Se sabe que, en algunos casos, las bacterias en las biopelículas son mucho menos 
sensibles a los antibióticos debido a la escasa penetración de los antimicrobianos a través 
de la película superficial que cubre la comunidad microbiana y a la inactivación de los 
antimicrobianos por la matriz extracelular, dando lugar a una lenta o incompleta actividad 
del antimicrobiano70, 286-289. 
b) Cambios metabólicos: las limitaciones de oxígeno290-292 y nutrientes293 dentro de la 
biopelícula conllevan una baja actividad metabólica de las bacterias que la conforman70, 
sobre todo de las bacterias situadas en las capas más profundas294. Este estado de 
lentificación da lugar a una mayor resistencia a los antimicrobianos2, 70, 295-296. Así, por 
ejemplo, Tresse et al. describen como los aminoglucósidos resultan menos eficaces 
contra la misma bacteria en condiciones anaeróbicas que aeróbicas291. Además, no puede 
descartarse el efecto debido a la acumulación de productos ácidos de la biopelícula que 
provocan diferencias significativas de pH entre el exterior y el interior de éste297-298, 
interfiriendo también en la actividad antibiótica.  
También se ha demostrado que la supervivencia de las bacterias en las biopelículas ante 
la presencia de antibióticos puede ser debido a la existencia de "células persistentes" 
(persisters) especiales, que son tolerantes a diversos fármacos299-302. 
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c) Cambios genéticos: la elevada tasa de transferencia genética conlleva modificaciones en 
la fisiología de las bacterias de la biopelícula debido a la aceptación y recombinación de 
genes específicos que potencian mecanismos de resistencia a múltiples antibióticos. No 
obstante, en el año 2001 Stewart y Costerton expresaron sus dudas al respecto, 
señalando que cuando las bacterias son dispersadas desde una biopelícula, con 
frecuencia se tornan rápidamente sensibles a los antibióticos, lo que sugeriría que tal 
resistencia no sería adquirida vía mutaciones o recombinación, sino mediante la 
activación/desactivación de genes ya existentes en las propias bacterias relacionada con 
el fenómeno del QS. 
d) Formación de endosporas: esta hipótesis se sustenta en la posible génesis de una 
subpoblación de bacterias en biopelícula con un estado fenotípico muy especial y 
altamente protegido, con una diferenciación semejante a endosporas. Este estado de 
latencia en micobacterias se ve favorecido ante situaciones de estrés tales como la falta 
de oxígeno o nutrientes303-304 (Figura 10). 
 
 
Figura 10. Formación de endosporas en M. marinum. 
(A) Contraste de fases: célula vegetativa, 12h; endospora, 5 días; y esporas, 2 semanas.               
(B) Células en división. (C) Diversidad morfológica de esporas; imagen ×2.000. (D) Espora madura; 
imagen ×60.000. (E-F) Espora madura junto a célula vegetativa. Imagen obtenida en Singh, B.      
et al., Growth, cell division and sporulation in mycobacteria. 
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1.8.7. Biopelículas y tratamiento 
El NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) no cuenta con un método 
aprobado para la evaluación de la eficacia de los agentes antimicrobianos contra los 
organismos asociados a biopelículas.  
Los estudios de sensibilidad a los antimicrobianos, que se realizan rutinariamente en la clínica, 
están diseñados para medir la sensibilidad frente al antimicrobiano de la bacteria crecida de 
forma planctónica, sin tener en cuenta que los resultados obtenidos pueden no ser 
extrapolables a esa misma bacteria cuando está creciendo en el interior de una biopelícula70. 
Las concentraciones de los agentes antimicrobianos, requeridos para inactivar los 
microorganismos asociados a biopelículas, son mucho mayores que las necesarias para 
inactivar los microorganismos no asociados a biopelículas70. 
Se han sugerido diversos protocolos para el ensayo de agentes antimicrobianos contra las 
biopelículas294. Un método aceptable sería aquel que pueda predecir la sensibilidad de la 
biopelícula bajo condiciones que simulen la situación in vivo70. 
La estrategia más eficaz para el tratamiento de las infecciones asociadas a dispositivos 
médicos es la retirada del dispositivo contaminado por la biopelícula bacteriana70, 134. Así, por 
ejemplo, el uso de antimicrobianos junto con la eliminación del catéter intravascular conduce 
a la resolución del proceso infeccioso en más del 90% de los casos101, 135, 305-311. Cuando un 
dispositivo médico interno es colonizado por una biopelícula, se ha demostrado que a lo largo 
del tiempo las bacterias que conforman la biopelícula son mucho menos sensibles a los 
agentes antimicrobianos que cuando se encuentran formando biopelículas más jóvenes. 
Además, si los organismos con resistencia adquirida están presentes en la biopelícula, la 
probabilidad de transferencia de un plásmido de resistencia puede aumentar con el tiempo70. 
Se ha visto que ciertos grupos terapéuticos son más eficaces que otros para el tratamiento de 
infecciones asociadas a biopelículas, como rifampicina, ciprofloxacino o gentamicina18. Sin 
embargo, dadas las altas concentraciones de antimicrobiano requeridas en algunos casos, 
puede ser difícil o imposible lograr concentraciones del antimicrobiano inhibidor dentro de la 
biopelícula en el sitio de la infección (tejido o sangre)70.  
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Uno de los enfoques para hacer superficies de biomateriales resistentes a la formación de 
biopelículas es recubrir la superficie de los mismos con sustancias bactericidas/ 
bacteriostáticas. Así, existen trabajos donde se inhibe significativamente la formación de 
biopelículas por S. epidermidis con aleaciones de titanio recubiertas con vancomicina312.  
Los antibióticos se han utilizado para impregnar catéteres para prevenir la formación de 
biopelículas313-316. En algunos estudios se describe el uso de catéteres recubiertos que 
combinan diferentes antimicrobianos como minociclina y rifampina317 o clorhexidina y 
sulfadiazina de plata318. Sin embargo, el uso de antibióticos puede conducir a la selección de la 
resistencia a los antibióticos e incluso inducir la formación de biopelícula319. 
Los metales pesados también han sido utilizados como agentes antibiopelícula mediante el 
depósito de plata en las superficies de biomateriales utilizando distintas tecnologías de 
recubrimiento320-321. La plata es uno de los agentes bactericidas más fuertes, aunque el 
mecanismo de acción del mismo todavía no está claro. Se ha observado que cuando los iones 
de plata penetran en las células, el ADN se condensa y se pierde la capacidad de replicación, 
produciendo la muerte celular. Los iones de plata también podrían inactivar las proteínas 
mediante la reacción con los grupos tiol322-324. Las nanopartículas de plata han sido estudiadas 
por su propiedad antimicrobiana. Debido a que las nanopartículas de plata tienen una gran 
área de superficie, pueden interactuar mejor con los microorganismos, penetrando en el 
interior de las bacterias y reaccionando con las proteínas y el ADN, lo que lleva a la 
interrupción de la cadena respiratoria y la división celular, y por lo tanto a la muerte celular322. 
Otros grupos de estudio han visto en Staphylococcus que el empleo de agentes mucolíticos 
como N-acetil-cisteína (NAC) podría interferir con la formación de exopolisacáridos en las 
biopelículas e inhibir su formación325, al igual que los agentes quelantes247, 326. 
Concentraciones de NAC de 0,5-1 mg/ml han mostrado importantes reducciones en la 
producción de exopolisacáridos por P. aeruginosa327. De igual forma, se han desarrollado 
estudios para degradar componentes de la matriz tales como polisacáridos, ADN y 
proteínas328.  
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El Tween 80 es un agente tensioactivo no iónico y un detergente que inhibe la formación de 
biopelículas formadas por bacterias tales como P. aeruginosa a concentraciones tan bajas 
como 0,001%, y es bien tolerado en los tejidos humanos329. En el caso de las micobacterias, 
J.O. Falkinham, III describe cómo concentraciones de Tween 80 del 0,1-1,0% pueden reducir la 
agregación bacteriana y aumentar la sensibilidad de las células a agentes antimicrobianos15.  
Dada la creciente importancia de las infecciones asociadas a biopelículas, parece urgente que 
se introduzcan nuevos métodos de selección de antimicrobianos y que se desarrollen, 
además, protocolos sencillos diseñados para medir la sensibilidad frente a antibióticos de las 
bacterias en biopelículas296. Los estudios en desarrollo más novedosos para prevenir y tratar 
las infecciones causadas por biopelículas incluyen pequeñas moléculas y enzimas, y 
recubrimientos antiadherentes y bactericidas, los cuales podrían conducir a terapias 
antibiopelículas superiores al tratamiento antibiótico330. 
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Se establecen tres hipótesis para la realización de este estudio sobre análisis estructural y 
presencia de autofluorescencia en biopelículas formadas por micobacterias no pigmentadas 
de crecimiento rápido: 
1. La fluorescencia intrínseca o autofluorescencia descrita en algunos microorganismos, 
incluyendo M. tuberculosis, podría ser detectada en MNPCR y abriría nuevas 
posibilidades en el estudio de las biopelículas formadas por estos organismos. 
2. El conocimiento de los cambios metabólicos que experimentan las micobacterias dentro 
de la biopelícula nos ayudaría a comprender mejor la capacidad patogénica de las 
diferentes especies y su implicación clínica. 
3. El estudio del efecto de distintos antibióticos, solos o en combinación con agentes 
antibiopelícula, sobre biopelículas formadas por MNPCR nos ayudaría a conocer los 
fármacos que mejor actúan sobre las mismas y a enfocar mejor el tratamiento 
antimicrobiano.  
 
 
    
 
 
    
 
 
 
3. OBJETIVOS DEL ESTUDIO
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Objetivo general 
Estudio de la distribución y el comportamiento de una biopelícula formada por MNPCR bajo 
diferentes condiciones analizando distintos parámetros a lo largo del desarrollo de la misma. 
Objetivos específicos 
1. Determinación de las características fenotípicas de biopelículas formadas por MNPCR: 
velocidad de crecimiento, superficie cubierta, porcentaje de bacterias muertas y 
autofluorescencia mediante microscopía confocal láser de barrido. 
2. Estudio de la sensibilidad in vitro frente a amicacina, ciprofloxacino y claritromicina 
mediante la técnica de microdilución en caldo (CMI) de MNPCR. 
3. Estudio de la sensibilidad de biopelículas (CMEB) formadas por MNPCR, empleando 
amicacina, ciprofloxacino y claritromicina con el objetivo de determinar la influencia de la 
formación de biopelículas en el desarrollo de resistencias a antimicrobianos. 
4. Estudio de cambios en las características fenotípicas de biopelículas formadas por MNPCR 
frente a amicacina, ciprofloxacino y claritromicina en relación con la autofluorescencia, 
superficie cubierta, espesor y porcentaje de bacterias muertas. 
5. Estudio de la sensibilidad in vitro de MNPCR frente a agentes antibiopelícula (Tween 80, 
NAC) mediante la técnica de microdilución en caldo (CMI).  
6. Estudio de la sensibilidad de biopelículas (CMEB) formadas por MNPCR frente a 
amicacina, ciprofloxacino y claritromicina combinados con agentes antibiopelícula  
(Tween 80, NAC) con el objetivo de determinar si la adición de agentes antibiopelícula 
disminuye el desarrollo de resistencias a antimicrobianos. 
7. Estudio de cambios en las características de biopelículas formadas por MNPCR frente a 
agentes antibiopelícula (Tween 80, NAC) empleando los mismos parámetros 
anteriormente descritos. 
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4.1. Micobacterias empleadas en los estudios 
4.1.1. Cepas de colección 
Se emplearon las cepas tipo de MNPCR especificadas en la Tabla 5. 
Tabla 5. Cepas ATCC de MNPCR empleadas en el estudio (FJD, Madrid). 
Microorganismo 
Morfología colonia medio 
Middlebrook 7H11 
Número de cepa Patogenicidad 
M. abscessus 
 
DSM 44196 
Patógeno humano 
habitual 
M. chelonae 
 
ATCC 19235 
Patógeno humano 
habitual 
M. fortuitum 
    
ATCC 6841 
Patógeno humano 
habitual 
M. mageritense 
 
ATCC 700351 
Patógeno humano 
infrecuente 
M. mucogenicum 
 
DSM 44124 
Patógeno humano 
infrecuente 
M. peregrinum 
 
ATCC 14467 
Patógeno humano 
infrecuente 
M. smegmatis 
 
ATCC 607 
Patógeno humano 
infrecuente 
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Todas las cepas se mantuvieron congeladas a -20ºC en viales de leche desnatada estéril 
(Oxoid, Reino Unido) hasta que se realizaron los experimentos. Antes de cada estudio se 
obtuvo un cultivo axénico de cada Bacteria. 
4.2. Análisis estructural mediante microscopía confocal láser de 
barrido  
El desarrollo de biopelículas de las siete cepas tipo se estudió a diferentes tiempos (24, 48, 72 
y 96h), empleando placas sin recubrimiento e hidrofóbicas de 2x4 pocillos (ibidy GMBH, 
Martinsried, Alemania) (Figura 11). 
 
Figura 11. Detalle de una placa hidrofóbica de 2x4 pocillos para visualización mediante CLSM. 
Antes del inicio de cada experimento en cuestión se procedió a la descongelación, siembra e 
incubación de las micobacterias en placas de agar Middlebrook 7H10 (7H10) (BD, Estados 
Unidos), comprobando la pureza del aislamiento en cada caso. Una vez crecidas, las 
micobacterias se resuspendieron en tampón fosfato salino (PBS) (bioMérieux, Francia) hasta 
alcanzar una concentración de 0,5 MacFarland (McF) (equivalente a 1,5x108 UFC/mL) 
mediante turbidimetría (DensiCHEKTM plus Instrument, bioMérieux, Francia). En cada pocillo 
se adicionaron 0,3 mL de la suspensión preparada anteriormente, incubándose la placa a 37ºC 
en 5% CO2 durante 30 minutos. Pasado ese tiempo, se retiró la suspensión y se lavó una vez 
cada pocillo con PBS. Finalmente se añadieron 0,3 mL de medio líquido Middlebrook 7H9 
(7H9) (BD, Estados Unidos) y la placa se incubó a 37ºC a 80rpm durante 4 días. 
Antes de iniciar los experimentos, se comprobó que todo el material y reactivos no emitían 
autofluorescencia per se. Las placas se examinaron durante ese período de tiempo y se 
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renovó el medio 7H9 diariamente. Todos los experimentos se repitieron un total de 3 veces 
por cada cepa. 
Una de las filas de la placa fue empleada para estudiar la autofluorescencia intrínseca junto 
con la tinción Nile Red© (Sigma-Aldrich Co., St.Louis, MO), y la otra fila para analizar la 
proporción de micobacterias vivas y muertas con la tinción Live/Dead BackLight© (Invitrogen, 
Estados Unidos). La tinciones fueron realizadas de acuerdo a las instrucciones provistas por el 
fabricante. Más específicamente, la tinción Live/Dead BackLight© fue preparada con los 
reactivos del kit L7012. 3 µl del componente A y 3 µl del componente B se mezclaron con 1 ml 
de agua destilada estéril. Tras mezclar dicha solución, se añadieron 25 µl a cada pocillo. Las 
placas con la tinción se incubaron durante 15 minutos en oscuridad, a temperatura ambiente 
y en cámara húmeda, y posteriormente se lavaron con agua destilada estéril. 
Las placas se analizaron utilizando un microscopio confocal láser de barrido (CLSM) Leica DM 
IRB (Leica, Alemania). Las placas se observaron con el objetivo de inmersión HCX PL APO 
lambda blue 63,0 x 1,40 OIL UV, y se emplearon diferentes láseres en función del parámetro a 
estudiar (Tabla 6). 
Tabla 6. Datos de los espectros de excitación y emisión empleados en el CLSM. 
Parámetros Excitación 
(nm) 
Emisión 
(nm) 
Características 
Autofluorescencia Diode 405 450-480 
Fluorescencia emitida por las propias células 
bacterianas (azul en las MNPCR estudiadas) 
Nile Red
©
 HeNe 543 600-650 
Molécula hidrofóbica fotoestable que se une a los 
lípidos de células bacterianas y emite fluorescencia 
roja en ambientes hidrofóbicos  
Live/Dead 
BackLight
©
 
Argon 488 
Fluorescencia verde: 500-550 La fluorescencia verde es emitida por células vivas 
Fluorescencia roja: 610-670 La fluorescencia roja es emitida por células muertas 
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La superficie cubierta se estudió tomando 24 microfotografías de cada cepa y tiempo, 
empleando un ZOOM 1. Las fotografías obtenidas se analizaron con el software Image J 
(Instituto Nacional de Salud, Bethesda, MD, Estados Unidos). 
El espesor de la biopelícula se midió en ocho puntos aleatorios de cada pocillo, utilizando un 
ZOOM 2. 
La variable autofluorescecia fue analizada como el porcentaje de fluorescencia relacionada 
con el número de células bacterianas detectadas con la tinción Nile Red© empleando la 
Fórmula 1. 
100
cubierta superficie de  RedNile %
cubierta superficie descencia autofluore %
  
Fórmula 1. Cálculo de la variable autofluorescencia. 
La variable superficie cubierta se calculó a partir de los resultados obtenidos mediante la 
tinción Nile Red©, según la Fórmula 2. 
(%) DSRed Nile Media   
Fórmula 2. Cálculo de la variable superficie cubierta. 
Para analizar el porcentaje de bacterias muertas se emplearon los resultados obtenidos con la 
tinción Live/Dead BackLight©, según la Fórmula 3. 
100
muertasy   vivasbacterias de Total
roja) ncia(fluoresce muertas bacterias %
  
Fórmula 3. Cálculo del porcentaje de bacterias muertas. 
Las medidas de espesor obtenidas tanto en los pocillos teñidos con Nile Red© como con la 
tinción Live/Dead BackLight© se expresaron como se muestra en la Fórmula 4. 
(µm) DSEspesores Media   
Fórmula 4. Cálculo de la variable espesor. 
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Se evaluó el efecto del tiempo y de la especie en los valores de autofluorescencia, porcentaje 
de superficie cubierta, porcentaje de bacterias muertas y espesor. Para ello se usaron 
modelos lineales de efectos mixtos, en los que el tiempo fue tomado como variable 
cuantitativa y la especie con variable cualitativa nominal. Para las comparaciones entre 
especies se tomó como referencia M. abscessus. Los modelos estimados incluyeron efectos 
fijos para la especie y el tiempo así como efectos aleatorios para el tiempo. La significación 
estadística de los efectos fijos fue contrastada mediante el test de la F del análisis de la 
varianza (ANOVA). El análisis estadístico fue llevado a cabo utilizando la librería NLME    
(Linear and nonlinear mixed effects models) implementada en el paquete estadístico R16. 
La puesta a punto de esta técnica para el análisis de MNPCR, no descrita previamente, fue 
publicada en el año 2013331.  
4.3. Estudio de la concentración mínima inhibitoria y de la 
concentración mínima de erradicación de biopelículas de MNPCR 
frente a diferentes antimicrobianos. 
4.3.1. Estudio de CMIs 
La concentración mínima inhibitoria (CMI) de las diferentes cepas de MNPCR fue estudiada 
por triplicado mediante la técnica estandarizada de microdilución en caldo para micobacterias 
de crecimiento rápido (MCR) indicada por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards 
Institute)17.  
De entre los nueve antimicrobianos recomendados en el CLSI para MCR (amicacina, cefoxitina, 
imipenem, cotrimoxazol, claritromicina, ciprofloxacino, doxiciclina, linezolid y tobramicina), 
los antibióticos utilizados para los estudios de sensibilidad fueron ciprofloxacino (Sigma, 
Alemania), claritromicina (Sigma, Alemania) y amicacina (Sigma, Alemania) debido a su 
elección generalizada en infecciones producidas por las MNPCR estudiadas. Todos los 
antibióticos se prepararon conforme a las normas del CLSI, y se mantuvieron conservados a 
80ºC en alícuotas. 
Las CMIs fueron determinadas empleando concentraciones seriadas de los antimicrobianos 
amicacina (1-128 mg/L), ciprofloxacino (0,125-16 mg/L) y claritromicina (0,06-64 mg/L) en 
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microplacas estériles P-96 (Corning, Estados Unidos). Cada placa además contenía dos pocillos 
para el control de crecimiento, y dos pocillos para el control de esterilidad del medio con 
caldo Mueller-Hinton II (MH-II) sin bacteria. 
Procedimiento:  
1. Cultivar las micobacterias en placas de agar sangre e incubar a 37ºC en atmósfera CO2. Las 
placas empleadas fueron Triptosa-Soja + 5% sangre de cordero (TSS) (bioMérieux, 
Francia). 
2. Preparar una suspensión 0,5 McF (1,5x108 UFC/mL) directamente de las placas en MH-II 
suplementado con cationes (Difco, Detroit, MI), utilizando perlas de cristal estériles        
(5-7 perlas de 3 mm), y mezclar mediante vórtex. 
3. Añadir 0,5 mL de la suspensión (2) a 4,5 mL de agua destilada estéril (dilución 1:10) = 
1,5x107 UFC/mL y mezclar. 
4. Añadir 4 mL del paso (3) a 36 mL de agua destilada estéril (dilución 1:10) = 1,5x106 
UFC/mL. 
5. Inocular 0,01 mL del paso (4) a placas P-96 con 0,1 mL de antibiótico y MH-II (dilución 
1:10) = 1,5x105 UFC/mL.  
6. Incubar a 30±2ºC y observar las placas a las 72h (hasta un máximo de 5 días). 
Se realizaron controles de calidad de las placas de antibióticos con las cepas S. aureus       
ATCC 29213 y M. peregrinum ATCC 700686, como sugiere el protocolo del CLSI. 
4.3.2. Estudio de CMEBs  
Para determinar la concentración mínima de erradicación de la biopelícula (CMEB), la 
biopelícula se desarrolló por triplicado siguiendo el protocolo basado en el sistema de Calgary 
(Calgary Biofilm Device; CBD)18 usando las placas de 96 pocillos MBECTM Biofilm Inoculator 
(Innovotech, Canadá). Estas placas contienen en la tapa unas proyecciones de material 
plástico sobre las que se va a formar la biopelícula tras sumergirlas en el inóculo bacteriano 
(Figura 12). 
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Figura 12. Detalle de una placa MBEC
TM
 Biofilm Inoculator. 
Procedimiento:  
1. Preparar una suspensión 0,5 McF (1,5x108 UFC/mL) en 7H9 utilizando perlas de 
cristal estériles (5-7 perlas de 3 mm) y mezclando mediante vórtex.  
2. Añadir 0,2 mL de la suspensión (1) a cada pocillo (placa de 96 pocillos) y dejar que se 
forme la biopelícula durante 96h en estufa de 37ºC en agitación (80 rpm). Poner 2-3 
controles de crecimiento en la misma. Adicionalmente, realizar recuentos para la 
comprobación del inóculo. 
3. Lavar las placas con PBS y enfrentarlas durante 48h a concentraciones seriadas  
(0,03-4096 mg/L) de los antibióticos amicacina, claritromicina y ciprofloxacino (MH-II) 
pasando la tapa de la placa MBECTM Biofilm Inoculator a una placa P-96 en la que 
previamente se habían preparado las diluciones seriadas correspondientes, a un 
volumen de 200 μL/pocillo. 
4. Lavar las placas con PBS dos veces y sonicar las mismas 5 minutos en una placa P-96 
con 7H9. Incubar a 37ºC. 
5. Lectura visual de la CMEB a los 7 días como si de una CMI convencional se tratara. 
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4.4. Estudio del efecto de antibióticos en la estructura de 
biopelículas de MNPCR mediante microscopía confocal láser de 
barrido 
Las concentraciones de antibióticos utilizadas para los estudios de análisis estructural 
mediante CLSM se eligieron tomando como base los valores de referencia del CLSI17 para la 
interpretación de CMIs en MCR (Tabla 7). Las concentraciones empleadas fueron las 
siguientes: ciprofloxacino (1 mg/L), claritromicina (2 mg/L) y amicacina (16 mg/L). Todos los 
antibióticos se prepararon conforme a las normas del CLSI, y se mantuvieron conservados a 
80ºC en alícuotas hasta el comienzo del estudio. 
El efecto de cada antibiótico en biopelículas formadas por las cepas tipo M. fortuitum,           
M. abscessus, M. chelonae y M. smegmatis se estudió en placas hidrofóbicas ibidy de 2x4 
pocillos a diferentes tiempos (24, 48, 72h), adicionando 0,3 mL/pocillo de antibiótico en 
función del tiempo, y usando un pocillo sin antibióticos como control (96h) al que se adicionó 
0,3 mL de medio 7H9 (BD, Estados Unidos).  
Tabla 7. Valores de referencia del CLSI para la interpretación de CMIs en MCR. 
Antibiótico Sensible Intermedio Resistente 
Ciprofloxacino ≤1 2 ≥4 
Claritromicina ≤2 4 ≥8 
Amicacina ≤16 32 ≥64 
 
La metodología empleada es igual a la descrita en el punto 4.2. (Análisis estructural mediante 
CLSM). Todos los experimentos se realizaron por triplicado para cada cepa.   
Las especies se estudiaron de forma independiente, y los valores de autofluorescencia, 
porcentaje de superficie cubierta, porcentaje de bacterias muertas y espesores se compararon 
por parejas e intraespecie en función del tiempo de adición del antibiótico (24, 48, 72h) y con 
el control sin antibiótico. Para ver si existían diferencias significativas, el estudio estadístico se 
realizó empleando la versión 3.5.1. del programa EPI-INFO (Centers for Disease Control and 
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Prevention, Atlanta, GA). Se realizaron comparaciones dos a dos utilizando la prueba no 
paramétrica de Mann-Whitney/Wilcoxon con un nivel de significación estadística del 0,05. 
4.5. Estudio de la concentración mínima inhibitoria y de la 
concentración mínima de erradicación de biopelículas de MNPCR 
frente a diferentes agentes antibiopelícula y combinación de 
antibióticos y agentes antibiopelícula. 
4.5.1. Estudio de CMIs 
Se realizó el test de microdilución en caldo por triplicado para determinar la CMI de los 
agentes antibiopelícula siguiendo el protocolo indicado por el CLSI17 anteriormente descrito 
(véase página 68) con el objetivo de determinar las concentraciones con las que 
posteriormente se iban a realizar los ensayos con las biopelículas. Las CMIs fueron 
determinadas empleando concentraciones seriadas de los detergentes NAC (0,03-4096 mg/L) 
(Sigma, Alemania) y Tween 80 (0-40%) (BD, Estados Unidos).  
Todos los experimentos se realizaron por triplicado para cada cepa.   
4.5.2. Estudio de CMEBs  
Al igual que el protocolo anteriormente descrito (véase página 69), la determinación de la 
CMEB para las combinaciones de los distintos compuestos se realizó por triplicado mediante 
la técnica CBD utilizando las placas MBECTM Biofilm Inoculator y siguiendo el mismo protocolo 
de inoculación.  
La preparación de las placas con los compuestos para exponer las biopelículas se realizó, en 
este caso, preparando diluciones seriadas de los antibióticos amicacina, claritromicina y 
ciprofloxacino (MH-II) al doble de concentración (0,06-8192 mg/L) y a un volumen de           
100 μL/pocillo. Posteriormente se añadieron 100 μL del doble de la concentración de NAC 
(1024 mg/L) o de Tween 80 (1%), según correspondiese al ensayo, siendo el volumen final por 
pocillo de 200 μL.  
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Tras exponer las biopelículas a estas combinaciones se procedió con el protocolo de acuerdo a 
lo indicado en la página 69. Todos los experimentos se realizaron por triplicado para cada 
cepa.   
Posteriormente se compararon los resultados en la estructura de la biopelícula (CMEBs) 
obtenidos para amicacina, claritromicina y ciprofloxacino (siguiendo el procedimiento descrito 
en el punto  4.3.2.) con los correspondientes a las combinaciones de éstos con NAC o Tween 
(siguiendo el procedimiento descrito en el punto  4.5.2.), analizando la presencia de posibles 
diferencias. 
4.6. Estudio del efecto de la combinación de antibióticos y agentes 
antibiopelícula en la estructura de biopelículas de MNPCR mediante 
microscopía confocal láser de barrido 
Las concentraciones finales de antibióticos y agentes antibiopelícula utilizadas para los 
estudios de análisis estructural mediante CLSM fueron las siguientes: ciprofloxacino (1 mg/L), 
claritromicina (2 mg/L), amicacina (16 mg/L), NAC (512 mg/L) y Tween 80 (0,5%). Todos ellos 
se prepararon al doble de la concentración deseada, y se mantuvieron conservados a 80ºC en 
alícuotas. 
El efecto de cada antibiótico en combinación con cada agente antibiopelícula en biopelículas 
formadas por las cepas tipo M. fortuitum, M. abscessus, M. chelonae y M. smegmatis se 
estudió en placas hidrofóbicas ibidy de 2x4 pocillos a diferentes tiempos (24, 48, 72h), 
adicionando 150 μL/pocillo de antibiótico y 150 μL/pocillo de agente antibiopelícula en 
función del tiempo, siendo el volumen final 0,3 mL/pocillo. Se empleó un pocillo sin 
antibióticos ni agentes antibiopelícula como control (96h) al que se adicionó 0,3 mL de medio 
7H9 (BD, Estados Unidos). Estas concentraciones se eligieron tomando como base los valores 
de referencia del CLSI17. Todos los experimentos se realizaron por triplicado para cada cepa.   
El análisis estructural del efecto de antibióticos y combinaciones de los mismos con agentes 
antibiopelícula se llevó a cabo siguiendo el mismo procedimiento descrito en el punto 4.2. 
(Análisis estructural mediante CLSM), excepto que para este análisis la superficie cubierta se 
estudió tomando 96 microfotografías de cada cepa y tiempo.  
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Las especies se estudiaron de forma independiente, y los valores de autofluorescencia, 
porcentaje de superficie cubierta, porcentaje de bacterias muertas y espesores se compararon 
por parejas e intraespecie en función del tiempo de adición del antibiótico y agente 
antibiopelícula (24, 48, 72h) y con el control (96h). Para ver si existían diferencias 
significativas, el estudio estadístico se realizó empleando la versión 3.5.1. del programa       
EPI-INFO, eligiendo el test no paramétrico Mann-Whitney con un nivel de significancia 
estadística del 0,05.  
 
 
 
    
 
    
 
 
 
5. RESULTADOS
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5.1. Análisis estructural mediante microscopía confocal láser de 
barrido 
5.1.1. Modelos ajustados  
La Tablas 8-11 muestran un resumen de los modelos ajustados. Los efectos fijos se resumen 
mediante los coeficientes estimados, sus errores estándar y los valores p correspondientes a 
los contrastes de hipótesis relativos a cada coeficiente. Estas medidas se muestran en las 
columnas llamadas β, Se y p respectivamente. El coeficiente estimado para el tiempo es una 
pendiente que indica el cambio medio en la variable dependiente por cada incremento de una 
hora en el tiempo. Los coeficientes estimados para las especies indican la diferencia entre los 
valores medios de la respuesta de cada especie y la tomada como referencia (M. abscessus). 
Los efectos aleatorios se describen mediante las desviaciones estándar de las constantes 
(constante), las pendientes (tiempo) y los errores del modelo (residuos). Estas medidas se 
muestran en la columna llamada estimación dentro de la parte de la tabla relativa a los 
efectos aleatorios.  
 
Tabla 8. Resumen del modelo ajustado estadístico para la autofluorescencia. 
Efectos fijos  Efectos aleatorios 
Variable Β Se p  Parámetro Estimación 
Constante 41,71 29,49 0,1623  constante       4,38e
-05
 
Tiempo 0,45 0,31 0,1618  tiempo 0,19 
Especies   0,3563  residuos 76,48 
   M. chelonae 12,49 32,13     
   M. fortuitum 10,31 32,60     
   M. mageritense -26,81 32,60     
   M. mucogenicum -52,25 32,60     
   M. peregrinum -13,37 32,60     
   M. smegmatis 13,61 32,60     
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Tabla 9. Resumen del modelo ajustado estadístico para el porcentaje de superficie cubierta. 
Efectos fijos  Efectos aleatorios 
Variable Β Se p  Parámetro Estimación 
Constante 19,97 6,00 0,0015  constante 6,78 
Tiempo 0,02 0,05 0,7547  tiempo       6,04e
-05
 
Especies   <0,0001  residuos 1,26 
   M. chelonae -16,95 6,43 0,0105*    
   M. fortuitum 27,39 7,42 0,0024*    
   M. mageritense 20,54 7,42 0,0151*    
   M. mucogenicum 9,74 7,42 0,2106*    
   M. peregrinum 10,39 7,42 0,1834*    
   M. smegmatis -3,88 7,42 0,6094*    
*Comparación con M. abscessus 
 
 
Tabla 10. Resumen del modelo ajustado estadístico para el porcentaje de bacterias muertas. 
Efectos fijos  Efectos aleatorios 
Variable Β Se p  Parámetro Estimación 
Constante 12,15 3,65 0,0008  constante 2,35 
Tiempo -0,15 0,04 <0,0001  tiempo       2,96e
-09
 
Especies   0,5961  residuos 9,00 
   M. chelonae 2,69 3,97     
   M. fortuitum 4,87 4,14     
   M. mageritense -2,57 4,14     
   M. mucogenicum 2,77 4,14     
   M. peregrinum 1,35 4,14     
   M. smegmatis -0,59 4,14     
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Tabla 11. Resumen del modelo ajustado estadístico para el espesor. 
Efectos fijos  Efectos aleatorios 
Variable Β Se p  Parámetro Estimación 
Constante 2,55 0,68 0,0002  constante 0,16 
Tiempo 0,14 0,01 <0,0001  tiempo 0,02 
Especies   <0,0001  residuos 7,18 
   M. chelonae 5,44 0,73 <0,0001*    
   M. fortuitum 8,93 0,73 <0,0001*    
   M. mageritense 10,16 0,73 <0,0001*    
   M. mucogenicum 15,62 0,73 <0,0001*    
   M. peregrinum 4,41 0,73 <0,0001*    
   M. smegmatis 16,45 0,73 <0,0001*    
*Comparación con M. abscessus 
5.1.2. Análisis de espesores  
En la Figura 13 se muestran los valores medios de espesor en biopelículas de MNPCR a lo largo 
del tiempo (24-96h).                                  
 
Figura 13. Espesor medio en biopelículas de MNPCR. 
M. fortuitum y M. chelonae alcanzaron el máximo espesor a las 72 h (23,11 ± 4,35 µm; 19,24 ± 
5,02 µm, respectivamente), mientras que M. abscessus, M. mageritense, M. mucogenicum,    
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M. peregrinum y M. smegmatis al final del experimento, a las 96 h (13,64 ± 6,22 µm;            
28,75 ± 11,85 µm; 33,26 ± 11,93 µm; 19,89 ± 3,87 µm; 36,36 ± 10,83 µm, respectivamente).  
El modelo estimado para el espesor indica que tanto el tiempo como el tipo de especie tienen 
un efecto relevante. Los valores p obtenidos para ambos factores a partir del test F de ANOVA 
son inferiores a 0,0001. El coeficiente estimado β para el tiempo indica que por cada hora 
adicional se espera un incremento medio de 0,14 en el espesor. Todos coeficientes estimados 
β para las diferentes especies son positivos, mostrando que M. abscessus presenta un espesor 
de media inferior al resto de MNPCR (Tabla 11).  
5.1.3. Análisis del porcentaje de superficie cubierta 
 Crecimiento uniforme: 
           
           
Figura 14. Biopelículas de M. abscesssus, M. fortuitum, M. peregrinum y M. mageritense  
(tinción Live/Dead BackLight
©
). 
a) Biopelícula de M. abscesssus b) Biopelícula de M. fortuitum 
c) Biopelícula de M. peregrinum d) Biopelícula de M. mageritense 
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 Crecimiento irregular: 
   
Figura 15. Biopelículas de M. chelonae, M. smegmatis y M. mucogenicum (tinción Live/Dead BackLight
©
). 
a) Biopelícula de M. chelonae b) Biopelícula de M. smegmatis c) Biopelícula de M. mucogenicum 
                   
En la Figura 16 se muestran los valores medios de porcentaje de superficie cubierta en 
biopelículas de MNPCR a lo largo del tiempo (24-96h).  
 
Figura 16. Porcentaje medio de superficie cubierta en biopelículas de MNPCR. 
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El modelo estimado para el porcentaje de superficie cubierta muestra que el tiempo no es un 
factor relevante pero sí lo es el tipo de especie. Los valores p obtenidos con el test F de 
ANOVA son 0,7547 para el tiempo y menor de 0,0001 para la especie. Los coeficientes 
estimados β para las especies indican que al hacer la comparación con M. abscessus, el valor 
medio del porcentaje de superficie cubierta es menor para M. chelonae, y mayor para           
M. fortuitum y M. mageritense (Tabla 9). 
M. chelonae crece verticalmente cuando se encuentra formando parte de una biopelícula, 
mientras que otras especies como M. abscessus cubren toda la superficie del pocillo con un 
menor espesor (Figura 17). 
 
      
Figura 17. Reconstrucción 3D de imágenes mediante CLSM (48h) (tinción Live/Dead Backlight
©
). 
a) Biopelícula de M. abscessus  b) Biopelícula de M. chelonae  
 
En las Figuras 18-21 se muestran la presencia de cordones en los casos de M. abscessus,          
M. chelonae, M. mucogenicum y M. smegmatis. 
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Figura 18. Cordones de M. abscessus a las 24 h.  
  
Figura 19. Cordones de M. chelonae a las 72h y a las 96h.  
          
Figura 20. Cordones de M. mucogenicum a las 96h. 
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Figura 21. Cordones de M. smegmatis a las 24 h. 
 
El mayor valor de porcentaje de superficie cubierta corresponde a M. fortuitum (55,67 ± 
23,73%), que fue alcanzado a las 48h. El resto de micobacterias alcanzaron su máximo 
porcentaje de superficie cubierta a las 24h (M. smegmatis), 48h (M. chelonae,                          
M. mageritense), 72h (M. peregrinum y M. mucogenicum) y 96h (M. abscessus). En las Figuras 
22-23 se muestran imágenes de superficie cubierta a las 96h de las siete cepas de MNPCR 
estudiadas. 
 
   
Figura 22. Superficie cubierta de M. fortuitum, M. abscessus y M. peregrinum mediante CLSM. 
a) Superficie cubierta a 96h de 
M. fortuitum (46,13 ± 12,02%)  
b) Superficie cubierta a 96h de   
M. abscessus (31,4 ± 26,41%)  
c) Superficie cubierta a 96h de 
M. peregrinum (31,03 ± 8,01%)  
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Figura 23. Superficie cubierta de M. mageritense, M. mucogenicum, M. smegmatis  
y M. chelonae mediante CLSM. 
a) Superficie cubierta de M. mageritense      
a las 96h (29,60 ± 3,23%)  
b) Superficie cubierta de M. mucogenicum  
a las 96h (24,37 ± 7,23%) 
c) Superficie cubierta de M. smegmatis         
a las 96h (16,97 ± 6,64%)  
d) Superficie cubierta de M. chelonae           
a las 96h (3,33 ± 1,54%)  
 
Cuando la biopelícula de todas las cepas alcanza su madurez tiende a desprenderse 
parcialmente, un hecho que podría explicar estos resultados. 
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5.1.4. Análisis del porcentaje de autofluorescencia total 
En la Figura 24 se muestran los valores medios de porcentaje de autofluorescencia en 
biopelículas de MNPCR a lo largo del tiempo (24-96h). 
 
Figura 24. Porcentaje medio de autofluorescencia en biopelículas de MNPCR.  
Los resultados para la autofluorescencia indican que ni el tiempo ni la especie tienen un 
efecto significativo. Los valores p obtenidos a partir del test F de ANOVA son 0,1618 y 0,3563 
para el tiempo y la especie respectivamente. La gran desviación estándar del error aleatorio 
(Se) para este modelo es notable (Tabla 8).  
   
Figura 25. Biopelícula de M. fortuitum a las 24h.  
a) Autofluorescencia b) Tinción Nile Red
©
 c) Superposición a) y b) 
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Se puede confirmar que la fluorescencia azul emitida es específica de las MNPCR estudiadas 
ya que existe concordancia entre las bacterias teñidas con Nile Red© (tinción específica de 
lípidos de las células bacterianas) y aquellas que emiten autofluorescencia (Figuras 25-26). 
   
Figura 26. Biopelícula de M. smegmatis tratada 72h con amicacina. 
a) Autofluorescencia b) Tinción Nile Red
©
 c) Superposición a) y b) 
 
 M. fortuitum, M. abscessus, M. mucogenicum, M. mageritense y M. peregrinum presentaron 
menores valores de autofluorescencia cuando el porcentaje de superficie cubierta es mayor, 
al contrario que sucede con M. chelonae y M. smegmatis (Figura 27). 
  
Figura 27. Superposición de autofluorescecia y Nile Red
©
 en biopelículas de M. fortuitum y M. chelonae.  
a) Biopelícula de M. fortuitum b) Biopelícula de M. chelonae 
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Se detectó la presencia de autofluorescencia fuera de la estructura bacteriana en algunas 
especies, con una distribución irregular dentro de la biopelícula (Figuras 28-29). Este 
fenómeno lo presentaron después de 24h de incubación M. abscessus, M. mageritense,        
M. mucogenicum y M. smegmatis, mientras que M. chelonae, M. peregrinum y M. fortuitum al 
cabo de 24 y 48h. 
  
Figura 28. Autofluorescencia extracelular en biopelícula de M. abscessus a las 24h.  
 
Figura 29. Reconstrucción 3D: biopelícula de M. fortuitum (tinción Nile Red
©
 y autofluorescencia).  
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5.1.5. Análisis del porcentaje de bacterias muertas 
En la Figura 30 se muestran los valores medios de porcentaje de bacterias muertas en 
biopelículas de MNPCR a lo largo del tiempo (24-96h). 
 
Figura 30. Porcentaje medio de bacterias muertas en biopelículas de MNPCR.  
 
La tinción Live/Dead BackLight© demostró que la mayoría de las bacterias estaban vivas 
durante el desarrollo de la biopelícula.  
El mayor porcentaje de bacterias muertas se detectó en todas las micobacterias después de 
24h de inoculación (Figura 31).  
El análisis relativo al porcentaje de bacterias muertas muestra un efecto significativo para el 
tiempo pero no para el tipo de especie. A partir del test F de ANOVA se obtiene un valor p 
inferior a 0,0001 para el tiempo y un valor p igual a 0,5961 para la especie. El coeficiente 
estimado β para el tiempo indica una reducción media de 0,15 en el porcentaje de bacterias 
muertas por cada hora adicional (Tabla 10). 
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Figura 31. Biopelícula de M. mageritense a las 24h (tinción Live/Dead BackLight
©
). 
a) Bacterias vivas b) Bacterias muertas c) Superposición a) y b) 
5.2. Estudio de la concentración mínima inhibitoria y de la 
concentración mínima de erradicación de biopelículas de MNPCR 
frente a diferentes antimicrobianos. 
Los resultados de CMIs y CMEBs se especifican en la Tabla 12. 
Tabla 12. Valores de CMI y CMEB para las diferentes especies de MNPCR y los antibióticos ciprofloxacino (CIP), 
claritromicina (CLR) y amicacina (AN). 
 M. abscessus M. fortuitum M. chelonae M. mucogenicum M. mageritense M. peregrinum M. smegmatis 
CMI  
(mg/L) 
CIP 2 0,06 0,5 2 0,5 0,12 0,25 
CLR 0,03 1 2 <0,03 8 <0,03 2 
AN 8 1 4 1 8 <1 <1 
CMEB 
(mg/L) 
CIP 1024 256 512 256 1024 4096 512 
CLR 4096 4096 >4096 2048 2048 4096 4096 
AN 4096 >4096 4096 >4096 >4096 >4096 >4096 
 
Tomando los valores de referencia del CLSI (Tabla 7), en este estudio vemos que la CMI para 
CIP en el caso de M. abscessus y M. mucogenicum es intermedio, y la CLR resistente en                 
M. mageritense.   
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5.3. Estudio del efecto de antibióticos en la estructura de 
biopelículas de MNPCR mediante microscopía confocal láser de 
barrido 
5.3.1. Ciprofloxacino 
Los resultados obtenidos con el antibiótico ciprofloxacino vienen representados en la Fig.32. 
 
     
Figura 32. Efecto de ciprofloxacino en los diferentes parámetros medidos en la biopelícula de las 
diferentes especies de MNPCR. 
a) Porcentaje de autofluorescencia b) Porcentaje de bacterias muertas 
c) Porcentaje de superficie cubierta d) Espesor 
Tiempo: h de incubación con ciprofloxacino (24,48,72h) y control sin antibiótico (96h) 
 
En la Tabla 13 se muestran los valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies 
estudiadas según el test no paramétrico Mann-Whitney. 
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Tabla 13. Valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies de MNPCR expuestas a 
ciprofloxacino según el test Mann-Whitney. 
Especie 
Comparaciones 
Tiempo (h) 
%de superficie 
cubierta 
%de bacterias 
muertas 
Espesor Autofluorescencia 
M. fortuitum 24-48 0,8273 0,0495* 0,0020* 0,8273 
 24-72 0,1266 0,1266 <0,0001* 0,5127 
 24-96 0,8273 0,2752 0,0950 0,5127 
 48-72 0,2752 0,5127 <0,0001* 0,5127 
 48-96 0,1266 0,0495* <0,0001* 0,5127 
 72-96 0,1266 0,2752 <0,0001* 0,5127 
M. abscessus 24-48 0,1266 0,5127 0,0013* 0,2752 
 24-72 0,1266 0,5127 <0,0001* 0,2752 
 24-96 0,8273 0,5127 0,0050* 0,5127 
 48-72 0,2752 0,5127 0,3266 0,8273 
 48-96 0,2752 0,2752 <0,0001* 0,2752 
 72-96 0,2752 0,2752 <0,0001* 0,2752 
M. chelonae 24-48 0,0495* 0,0495* 0,0369* 0,1266 
 24-72 0,0495* 0,0495* <0,0001* 0,8273 
 24-96 0,1266 0,5127 0,3079 0,2752 
 48-72 0,8273 0,0495* 0,0060* 0,2752 
 48-96 0,8273 0,5127 0,0061* 0,8273 
 72-96 0,8273 0,0495* <0,0001* 0,5127 
M. smegmatis 24-48 0,8273 0,0495* 0,0001* 0,5127 
 24-72 0,5127 0,0495* <0,0001* 0,0495* 
 24-96 1,0000 1,0000 0,1037 0,5637 
 48-72 0,5127 0,1266 0,0357 0,5127 
 48-96 0,5637 0,0833 0,0004* 0,5637 
 72-96 0,2482 0,0833 <0,0001* 0,0833 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
La media y desviación estándar para cada especie y para los diferentes parámetros según el 
tiempo de exposición a ciprofloxacino (24, 48, 72h), y control sin antibiótico (96h) vienen 
especificados en las Tablas 14-15. 
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Tabla 14. Valores de espesor y % de bacterias muertas de MNPCR expuestas a ciprofloxacino. 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 31,32±7,58 28,93±5,09 24,63±5,40 15,08±3,59 41,07±4,13 34,99±8,89 63,21±12,05 55,65±13,18 
M. abscessus 22,37±5,09 18,75±5,81 14,84±5,45 13,77±4,74 18,38±19,93 24,00±4,27 23,32±17,35 30,77±18,59 
M. chelonae 24,86±5,58 23,62±4,92 21,56±4,70 18,41±5,49 42,04±12,44 37,96±7,29 55,08±15,18 82,93±2,46 
M. smegmatis 26,58±12,72 23,67±7,22 17,83±6,88 15,02±7,20 33,14±11,52 36,62±18,69 67,87±9,68 82,25±4,42 
 
 
 
Tabla 15. Valores de % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR expuestas a ciprofloxacino. 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 64,64±18,49 54,33±27,56 44,63±18,68 29,91±15,40 42,76±0,94 41,99±15,90 45,34±26,90 30,84±16,25 
M. abscessus 46,46±18,62 47,88±20,83 21,67±17,61 26,95±13,32 40,59±10,78 36,18±11,83 29,24±15,01 24,99±19,00 
M. chelonae 48,06±15,22 69,55±11,58 44,66±13,59 46,89±6,26 65,71±19,60 51,90±8,07 67,30±11,25 48,94±27,00 
M. smegmatis 26,50±15,84 25,90±24,66 16,37±6,86 9,83±10,98 101,50±9,50 108,76±11,02 87,71±58,80 52,59±5,48 
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5.3.2. Claritromicina 
Los resultados obtenidos con el antibiótico claritromicina vienen representados en la Fig. 33. 
 
 
Figura 33. Efecto de claritromicina en los diferentes parámetros medidos en la biopelícula de las 
diferentes especies de MNPCR. 
a) Porcentaje de autofluorescencia b) Porcentaje de bacterias muertas 
c) Porcentaje de superficie cubierta d) Espesor 
Tiempo: h de incubación con claritromicina (24,48,72h) y control sin antibiótico (96h) 
 
En la Tabla 16 se muestran los valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies 
estudiadas según el test no paramétrico Mann-Whitney. 
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Tabla 16. Valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies de MNPCR expuestas a 
claritromicina según el test Mann-Whitney. 
Especie 
Comparaciones 
Tiempo (h) 
% de superficie 
cubierta 
% de bacterias 
muertas 
Espesor Autofluorescencia 
M. fortuitum 24-48 0,8273 0,1266 0,0203* 0,8273 
 24-72 0,1266 0,1266 0,0154* 0,5127 
 24-96 0,5127 0,2752 0,8921 0,8273 
 48-72 0,0495* 0,8273 <0,0001* 0,8273 
 48-96 0,5127 0,1266 0,0015* 0,8273 
 72-96 0,1266 0,2752 0,0031* 0,5127 
M. abscessus 24-48 0,5127 0,2752 0,0917 0,8273 
 24-72 0,5127 0,8273 0,1184 0,0495* 
 24-96 0,8273 0,2752 0,7248 0,2752 
 48-72 0,8273 0,8273 0,7861 0,0495* 
 48-96 0,5127 0,0495* 0,0436* 0,2752 
 72-96 0,5127 0,2752 0,0259* 0,0495* 
M. chelonae 24-48 0,0495* 0,8273 0,9561 0,2752 
 24-72 0,1266 0,5127 0,0002* 0,1266 
 24-96 0,8273 0,5127 0,0902 0,2752 
 48-72 0,0495* 0,5127 <0,0001* 0,1266 
 48-96 0,1266 0,2752 0,1105 0,5127 
 72-96 0,0495* 0,5127 0,1494 0,1266 
M. smegmatis 24-48 0,1266 0,8273 0,0725 0,5127 
 24-72 0,1266 0,5127 0,0002* 0,2752 
 24-96 0,5127 0,0495* 0,6950 0,2752 
 48-72 0,8273 0,8273 0,0117 0,0495* 
 48-96 0,5127 0,1266 0,0642 0,5127 
 72-96 0,2752 0,0495* 0,0001* 0,0495* 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
La media y desviación estándar para cada especie y para los diferentes parámetros según el 
tiempo de exposición a claritromicina (24, 48, 72h), y control sin antibiótico (96h) vienen 
especificados en las Tablas 17-18. 
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Tabla 17. Valores de espesor y % de bacterias muertas de MNPCR expuestas a claritromicina. 
 
 
 
Tabla 18. Valores de % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR expuestas a claritromicina. 
 
 
 
 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 27,55±8,91 27,95±9,72 32,67±6,70 22,58±4,84 23,70±2,45 18,17±7,56 38,68±15,31 49,54±39,16 
M. abscessus 13,58±2,31 13,48±4,25 12,09±4,33 12,54±6,16 32,21±10,40 45,49±11,26 58,35±11,69 49,66±26,79 
M. chelonae 25,54±10,90 29,08±8,88 28,39±6,15 21,63±7,03 24,19±7,92 30,10±8,66 29,77±4,84 26,22±8,22 
M. smegmatis 39,61±14,66 37,4±10,83 34,69±12,32 29,08±11,05 17,08±9,44 32,47±6,67 37,15±19,78 39,85±14,42 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 33,37±18,75 23,94±7,87 25,48±5,33 12,51±4,11 65,40±10,34 62,21±19,28 72,10±21,88 68,73±33,60 
M. abscessus 27,07±17,93 25,97±21,65 16,04±9,41 19,27±19,02 94,98±17,75 71,88±12,19 77,63±21,89 34,91±0,76 
M. chelonae 39,19±4,80 42,03±6,30 27,90±8,97 56,51±11,12 97,26±40,80 64,13±9,63 81,24±16,83 47,40±15,64 
M. smegmatis 27,65±16,66 34,22±18,45 17,73±7,71 14,53±11,60 82,22±17,42 69,45±24,10 81,44±0,22 55,52±8,19 
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5.3.3. Amicacina 
Los resultados obtenidos con el antibiótico amicacina vienen representados en la Fig. 34. 
 
 
Figura 34. Efecto de amicacina en los diferentes parámetros medidos en la biopelícula de las diferentes 
especies de MNPCR.  
a) Porcentaje de autofluorescencia b) Porcentaje de bacterias muertas 
c) Porcentaje de superficie cubierta d) Espesor 
Tiempo: h de incubación con amicacina (24,48,72h) y control sin antibiótico (96h) 
 
En la Tabla 19 se muestran los valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies 
estudiadas según el test no paramétrico Mann-Whitney. 
Resultados 
98 
Tabla 19. Valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies de MNPCR expuestas a 
amicacina según el test Mann-Whitney. 
Especie 
Comparaciones 
Tiempo (h) 
% de superficie 
cubierta 
% de bacterias 
muertas 
Espesor Autofluorescencia 
M. fortuitum 24-48 0,5066 0,5127 0,0096* 0,2752 
 24-72 0,5066 0,2752 <0,0001* 0,2752 
 24-96 0,1212 0,2752 0,0066* 0,0495* 
 48-72 0,5127 0,5127 <0,0001* 0,8273 
 48-96 0,0495* 0,2752 <0,0001* 0,0495* 
 72-96 0,1266 0,8273 <0,0001* 0,0495* 
M. abscessus 24-48 0,2752 0,2752 0,2263 0,8273 
 24-72 0,5127 0,5127 0,0225* 0,2752 
 24-96 0,5127 0,2752 0,6894 0,5127 
 48-72 0,8273 0,8273 0,3114 0,0495 
 48-96 0,8273 0,8273 0,1158 0,1266 
 72-96 0,8273 0,5127 0,0120* 0,2752 
M. chelonae 24-48 0,8273 0,5127 0,6706 0,8273 
 24-72 0,2752 0,8273 0,4883 0,5127 
 24-96 0,5127 0,8273 0,3575 0,1266 
 48-72 0,8273 0,5127 0,1474 0,8273 
 48-96 0,5127 0,2752 0,5623 0,0495* 
 72-96 0,2752 0,8273 0,1819 0,0495* 
M. smegmatis 24-48 0,8273 0,5127 0,0003* 0,5127 
 24-72 0,2752 0,1266 <0,0001* 0,2752 
 24-96 0,5127 0,5127 0,0128* 0,5127 
 48-72 0,5127 0,0495* <0,0001* 0,0495* 
 48-96 0,8273 0,8273 0,6948 0,8273 
 72-96 0,1266 0,0495* <0,0001* 0,0495* 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
La media y desviación estándar para cada especie y para los diferentes parámetros según el 
tiempo de exposición a amicacina (24, 48, 72h), y control sin antibiótico (96h) vienen 
especificados en las Tablas 20-21. 
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Tabla 20. Valores de espesor y % de bacterias muertas de MNPCR expuestas a amicacina. 
 
Tabla 21. Valores de % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR expuestas a amicacina. 
 
Respecto al porcentaje de autofluorescencia, observamos una disminución estadísticamente 
significativa en algunas especies y con algunos antibióticos (Tablas 13, 16 y 19), acentuándose 
esta disminución sobre todo tras 72h de exposición antibiótica. Así, cabe destacar una 
reducción en el porcentaje de autofluorescencia de 1,93 veces en M. smegmatis tras 72h de 
exposición a ciprofloxacino al comparalo con 24h (p=0,0495) y de 1,48 con claritromicina 72h 
al comparalo con el control sin antibiótico (96h) (p=0,0495), de 2,72 veces en M. abscessus 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 30,96±6,76 27,27±7,62 23,41±7,11 15,80±3,18 45,04±25,47 26,78±10,67 26,56±25,10 35,33±10,94 
M. abscessus 13,94±6,83 13,04±5,87 11,72±4,93 10,35±3,54 45,19±11,26 56,89±14,66 45,13±24,28 47,39±3,83 
M. chelonae 14,69±3,70 14,40±6,38 14,88±5,06 13,43±4,97 51,04±20,11 48,63±13,57 40,12±22,91 44,23±9,85 
M. smegmatis 30,59±14,89 35,75±11,88 27,21±8,34 17,58±3,98 34,70±9,36 41,69±16,22 35,00±8,63 63,21±14,26 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 41,16±10,53 25,97±5,04 26,50±1,88 22,32±14,69 55,70±4,91 43,05±5,66 32,16±9,44 34,87±14,60 
M. abscessus 17,81±12,79 33,36±25,55 17,08±14,74 18,33±10,28 33,78±14,91 42,62±17,96 48,92±10,30 21,61±12,07 
M. chelonae 34,28±9,58 42,57±23,95 30,68±31,42 24,36±12,24 46,21±8,66 63,63±14,44 70,69±16,64 71,92±8,49 
M. smegmatis 12,36±9,24 9,03±3,87 8,97±4,59 5,60±0,93 71,92±13,10 72,18±28,19 68,22±10,91 101,27±13,96 
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con claritromicina 72h al comparalo con 96h (p=0,0495), y de 1,60 en M. fortuitum tras 72h de 
exposición a amicacina al comparalo con 96h (p=0,0495).  
De igual forma observamos un aumento estadísticamente significativo en este parámetro en 
algunas especies y con algunos antibióticos (Tablas 13, 16 y 19), acentuándose este aumento 
sobre todo tras 72h de exposición antibiótica al compararlos con el control sin antibiótico 
(96h). Tal es el caso de M. chelonae tras 72h de exposición a amicacina (p=0,0495), de 1,56 
veces, y de M. smegmatis tras 72h de exposición a amicacina (p=0,0495), de 1,4 veces. 
5.3.4. Tablas comparativas del efecto de los antibióticos ciprofloxacino, 
claritromicina y amicacina en la estructura de biopelículas de MNPCR 
En las Tablas 22 y 23 se especifican los valores p obtenidos de los diferentes parámetros al 
comparar los antibióticos ciprofloxacino, claritromicina y amicacina entre sí, obteniéndose 
sólo diferencias estadísticamente significativas en los valores correspondientes al espesor. 
 
Tabla 22. Valores p obtenidos tras comparar el espesor y % de bacterias muertas de MNPCR entre 
amicacina (AN), ciprofloxacino (CIP) y claritromicina (CLR) según el test Mann-Whitney. 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
 
 
Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Tiempo (h) AN-CIP AN-CLR CIP-CLR Tiempo (h) AN-CIP AN-CLR CIP-CLR 
M. fortuitum 
24 
48 
72 
0,0959 
0,0541 
0,1108 
0,7750 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,4657 
<0,0001* 
<0,0001* 
24 
48 
72 
0,4000 
0,2000 
0,2000 
0,4000 
0,4000 
1,0000 
0,2000 
0,2000 
0,7000 
M. abscessus 
24 
48 
72 
<0,0001* 
0,0015* 
0,0005* 
0,3575 
0,4815 
0,1148 
<0,0001* 
0,0107* 
0,1312 
24 
48 
72 
0,1000 
0,2000 
0,4000 
1,0000 
0,7000 
1,0000 
0,1000 
0,1000 
0,7000 
M. chelonae 
24 
48 
72 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,0020* 
<0,0001* 
0,0288* 
24 
48 
72 
0,4000 
0,4000 
0,1000 
0,2000 
1,0000 
0,1000 
0,2000 
0,1000 
0,1000 
M. smegmatis 
24 
48 
72 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,0081* 
0,3750 
0,0014* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
24 
48 
72 
0,7000 
0,1000 
0,2000 
0,7000 
1,0000 
0,4000 
0,7000 
0,1000 
0,1000 
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Tabla 23. Valores p obtenidos tras comparar el % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR 
entre amicacina (AN), ciprofloxacino (CIP) y claritromicina (CLR) según el test Mann-Whitney. 
 
5.4. Estudio de la concentración mínima inhibitoria y de la 
concentración mínima de erradicación de biopelículas de MNPCR 
frente a diferentes agentes antibiopelícula y combinación de 
antibióticos y agentes antibiopelícula 
Los resultados de CMIs y CMEBs se especifican en las Tablas 24-25. 
Tabla 24. Valores de CMI de agentes antibiopelícula (NAC y Tween 80) en MNPCR. 
 M. abscessus M. fortuitum M. chelonae M. smegmatis 
CMI 
NAC (mg/L) 4096 4096 2048 2048 
Tween 80 (%) >40 >40 >40 >40 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Tiempo (h) AN-CIP AN-CLR CIP-CLR Tiempo (h) AN-CIP AN-CLR CIP-CLR 
M. fortuitum 
24 
48 
72 
0,1840 
0,1000 
0,4000 
1,0000 
0,7000 
0,4000 
0,2000 
0,2000 
0,1000 
24 
48 
72 
0,7000 
1,0000 
0,7000 
0,4000 
0,1000 
0,4000 
0,2000 
0,4000 
0,4000 
M. abscessus 
24 
48 
72 
1,0000 
0,7000 
1,0000 
0,7000 
1,0000 
1,0000 
0,4000 
0,7000 
0,4000 
24 
48 
72 
1,0000 
0,2000 
1,0000 
0,2000 
0,1000 
0,1000 
0,1000 
0,1000 
0,7000 
M. chelonae 
24 
48 
72 
0,2000 
0,7000 
0,1000 
0,7000 
0,7000 
0,1000 
0,1000 
0,2000 
0,4000 
24 
48 
72 
0,4000 
1,0000 
0,4000 
1,0000 
0,7000 
0,2000 
0,2000 
0,4000 
1,0000 
M. smegmatis 
24 
48 
72 
0,7000 
0,4000 
1,0000 
0,1000 
0,1000 
0,7000 
0,7000 
1,0000 
0,7000 
24 
48 
72 
0,2000 
1,0000 
0,1000 
1,0000 
0,1000 
0,1000 
0,1000 
0,7000 
1,0000 
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Tabla 25. Valores de CMEB de combinaciones de agentes antibiopelícula (NAC y Tween 80) con 
ciprofloxacino (CIP), claritromicina (CLR) y amicacina (AN) en MNPCR. 
 M. abscessus M. fortuitum M. chelonae M. smegmatis 
CMEB 
(mg/L) 
CIP + Tween 80 0,5% 4096** 256 4096** 128* 
CLR + Tween 80 0,5% 4096 >4096 >4096 >4096 
AN + Tween 80 0,5% 4096 >4096 4096 512* 
CMEB 
(mg/L) 
CIP + NAC 512 mg/L 4096** 128 2048** 64* 
CLR + NAC 512 mg/L 4096 >4096 >4096 >4096 
AN + NAC 512 mg/L 4096 1024* 4096 1024* 
 
*Disminución en ≥2 diluciones de la CMEB de antibiótico junto NAC/Tween con respecto a la CMEB de antibiótico 
solo (véase Tabla 12) **Aumento en ≥2 diluciones de la CMEB de antibiótico junto NAC/Tween con respecto a la 
CMEB de antibiótico solo (véase Tabla 12) 
 
NAC y Tween 80 no muestran propiedades antibacterianas cuando se emplean solos frente a 
las MNPCR en estudio (Tabla 24) alcanzándose consecuentemente concentraciones mínimas 
inhibitorias muy elevadas, 4096 mg/L de NAC en el caso de M. abscessus y M. fortuitum, y   
2048 mg/L de NAC para M. chelonae y M. smegmatis. De igual forma, en el caso de Tween 80 
se alcanzaron concentraciones de >40% para todas las MNPCR. Sin embargo, NAC y Tween 80, 
a concentraciones mucho menores (512 mg/L para NAC y 0,5% para Tween 80) y en 
combinación con antibióticos, sí mostraron propiedades antibacterianas con una reducción en 
la CMEB de al menos 2 diluciones en el caso de M. fortuitum y M. smegmatis (Tabla 25).  
Todas las especies presentaron una alta resistencia a CLR, superior o igual a 4096 mg/L.  
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5.5. Estudio del efecto de la combinación de antibióticos y agentes 
antibiopelícula en la estructura de biopelículas de MNPCR mediante 
microscopía confocal láser de barrido 
5.5.1. Ciprofloxacino-Tween 
Los resultados obtenidos con ciprofloxacino-Tween vienen representados en la Fig. 35. 
 
     
Figura 35. Efecto de ciprofloxacino-Tween en los diferentes parámetros medidos en la biopelícula de las 
diferentes especies de MNPCR. 
a) Porcentaje de autofluorescencia b) Porcentaje de bacterias muertas 
c) Porcentaje de superficie cubierta d) Espesor 
Tiempo: h de incubación con ciprofloxacino-Tween (24,48,72h) y control sin 
antibiótico (96h) 
 
En la Tabla 26 se muestran los valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies 
estudiadas según el test no paramétrico Mann-Whitney. 
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Tabla 26. Valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies de MNPCR expuestas a 
ciprofloxacino-Tween según el test Mann-Whitney. 
Especie 
Comparaciones 
Tiempo (h) 
% de superficie 
cubierta 
% de bacterias 
muertas 
Espesor Autofluorescencia 
M. fortuitum 24-48 0,4347 0,3697 0,0086* 0,9308 
 24-72 0,0002* 0,2347 <0,0001* 0,0163* 
 24-96 0,0600 0,5825 0,0067* 0,7503 
 48-72 0,0016* 0,0028* <0,0001* 0,0301* 
 48-96 0,0302* 0,1737 <0,0001* 0,7071 
 72-96 <0,0001* 0,0220* <0,0001* 0,0119* 
M. abscessus 24-48 0,6224 0,7948 0,2077 0,7500 
 24-72 0,0013* 0,1118 0,0003* 0,3107 
 24-96 0,0099* 0,0118* 0,0019* 0,3692 
 48-72 0,0002* 0,3112 0,0074* 0,4016 
 48-96 0,0020* 0,0071* 0,0002* 0,0776 
 72-96 <0,0001* 0,0006* <0,0001* 0,0684 
M. chelonae 24-48 0,0254* 0,0993 0,3616 0,0400* 
 24-72 0,0153* 0,1403 0,1447 0,9310 
 24-96 0,5065 0,0099* 0,0007* 0,0072* 
 48-72 0,2593 0,0401* 0,2348 0,0400* 
 48-96 0,0002* 0,1244 <0,0001* 0,5055 
 72-96 0,0005* 0,0034* <0,0001* 0,0043* 
M. smegmatis 24-48 0,0061* 0,3704 0,0017* 0,5440 
 24-72 0,0016* 0,0011* <0,0001* 0,7072 
 24-96 0,3702 0,4701 0,0037* 0,0994 
 48-72 0,2913 0,0045* 0,0001* 1,0000 
 48-96 0,0016* 0,0284* <0,0001* 0,0262* 
 72-96 0,0042* <0,0001* <0,0001* 0,2600 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
La media y desviación estándar para cada especie y para los diferentes parámetros según el 
tiempo de exposición a ciprofloxacino-Tween (24, 48, 72h), y control sin antibiótico (96h) 
vienen especificados en las Tablas 27-28. 
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Tabla 27. Valores de espesor y % de bacterias muertas de MNPCR expuestas a ciprofloxacino-Tween. 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 21,75±4,98 18,71±4,56 16,44±2,28 9,67±2,06 37,63±14,84 45,00±21,62 34,44±19,44 53,95±23,57 
M. abscessus 16,67±4,54 13,44±3,98 12,48±4,51 10,03±3,28 36,73±16,34 56,45±17,40 58,19±20,04 68,33±9,63 
M. chelonae 16,94±4,05 14,30±6,67 13,20±4,38 11,86±3,53 44,26±7,66 56,19±14,03 48,86±9,56 62,77±14,80 
M. smegmatis 23,18±7,89 18,71±6,43 14,79±6,52 10,34±3,11 44,36±9,06 49,56±13,66 56,83±15,18 74,89±14,08 
 
 
 
Tabla 28. % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR expuestas a ciprofloxacino-Tween. 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 50,53±16,27 36,24±19,46 31,92±18,55 9,58±4,56 45,76±27,51 40,59±27,05 42,16±29,53 77,12±33,77 
M. abscessus 36,55±15,79 21,55±14,29 17,63±5,91 8,53±4,42 29,78±22,09 46,40±31,90 46,96±24,11 57,81±32,01 
M. chelonae 24,37±6,91 22,58±15,57 10,55±4,86 9,28±7,17 24,76±12,29 68,44±46,30 34,13±27,42 64,83±37,49 
M. smegmatis 25,68±18,34 25,37±10,39 11,65±10,52 9,63±9,14 28,41±14,80 42,79±23,28 63,41±53,27 91,50±130,65 
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5.5.2. Ciprofloxacino-NAC 
Los resultados obtenidos con ciprofloxacino-NAC vienen representados en la Fig. 36. 
 
     
Figura 36. Efecto de ciprofloxacino-NAC en los diferentes parámetros medidos en la biopelícula de las 
diferentes especies de MNPCR. 
a) Porcentaje de autofluorescencia b) Porcentaje de bacterias muertas 
c) Porcentaje de superficie cubierta d) Espesor 
Tiempo: horas de incubación con ciprofloxacino-NAC (24,48,72h) y control sin 
antibiótico (96h) 
 
En la Tabla 29 se muestran los valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies 
estudiadas según el test no paramétrico Mann-Whitney. 
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Tabla 29. Valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies de MNPCR expuestas a 
ciprofloxacino-NAC según el test Mann-Whitney. 
Especie 
Comparaciones 
Tiempo (h) 
% de superficie 
cubierta 
% de bacterias 
muertas 
Espesor Autofluorescencia 
M. fortuitum 24-48 0,5066 0,0020* 0,9007 0,7553 
 24-72 0,7125 0,0007* 0,0056* 0,9323 
 24-96 0,0141* 0,6649 0,4787 0,8852 
 48-72 0,0530 0,0284* 0,0009* 0,3777 
 48-96 0,0165* 0,0018* 0,3746 1,0000 
 72-96 0,0002* 0,0007* 0,1273 0,6649 
M. abscessus 24-48 0,0072* 0,0029* 0,0052* 0,0303* 
 24-72 0,0141* 0,0001* 0,0047* 0,4023 
 24-96 0,6235 <0,0001* <0,0001* 0,3707 
 48-72 0,3407 0,0024* 0,7786 0,3707 
 48-96 0,0284* <0,0001* <0,0001* 0,0014* 
 72-96 0,0350* <0,0001* <0,0001* 0,0086* 
M. chelonae 24-48 0,2601 0,1565 0,0557 0,2365 
 24-72 0,0072* 0,0007* <0,0001* 0,9310 
 24-96 0,0687 0,2136 0,8230 0,0061* 
 48-72 0,0884 0,0402* <0,0001* 0,3706 
 48-96 0,0060* 0,0119* 0,0498* 0,0006* 
 72-96 0,0013* <0,0001* <0,0001* 0,0302* 
M. smegmatis 24-48 0,3107 0,0598 0,0228* 0,2359 
 24-72 0,1936 0,0002* 0,0026* 0,0997 
 24-96 0,0165* 0,6017 <0,0001* 0,6233 
 48-72 0,7948 0,0002* <0,0001* 0,2851 
 48-96 0,0002* 0,1782 0,0246* 0,4700 
 72-96 0,0007* 0,0001* <0,0001* 0,0782 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
La media y desviación estándar para cada especie y para los diferentes parámetros según el 
tiempo de exposición a ciprofloxacino-NAC (24, 48, 72h), y control sin antibiótico (96h) vienen 
especificados en las Tablas 30-31. 
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Tabla 30. Valores de espesor y % de bacterias muertas de MNPCR expuestas a ciprofloxacino-NAC. 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 24,57±9,30 24,99±7,56 24,67±6,18 20,85±3,89 36,13±6,42 30,69±14,73 49,11±10,42 68,24±23,17 
M. abscessus 20,75±5,95 15,50±5,67 12,28±3,08 12,23±2,02 23,04±8,01 48,81±10,65 65,92±12,19 83,15±11,34 
M. chelonae 25,30±6,41 25,51±8,39 22,35±6,37 16,67±6,60 30,08±6,19 36,16±9,96 42,89±12,42 63,32±20,64 
M. smegmatis 30,92±9,64 23,04±6,95 26,92±9,04 19,58±9,09 47,02±9,93 45,89±10,73 51,47±9,36 78,07±15,18 
 
 
 
Tabla 31. % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR expuestas a ciprofloxacino-NAC. 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 67,46±21,80 43,77±25,52 46,28±16,59 34,32±11,82 44,99±18,36 44,43±14,40 47,67±17,78 41,79±19,82 
M. abscessus 25,55±18,64 31,40±20,21 14,25±7,85 16,37±6,66 23,03±9,04 39,16±28,48 78,79±52,52 52,84±30,64 
M. chelonae 41,83±9,87 33,06±14,43 25,97±12,23 16,74±13,16 46,00±15,14 67,07±16,56 87,33±41,00 93,75±82,64 
M. smegmatis 29,94±11,57 19,83±16,58 11,71±4,46 11,31±7,80 46,75±13,34 62,93±87,67 60,06±29,68 90,62±75,54 
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5.5.3. Claritromicina-Tween 
Los resultados obtenidos con claritromicina-Tween vienen representados en la Fig. 37. 
 
         
Figura 37. Efecto de claritromicina-Tween en los diferentes parámetros medidos en la biopelícula de las 
diferentes especies de MNPCR. 
a) Porcentaje de autofluorescencia b) Porcentaje de bacterias muertas 
c) Porcentaje de superficie cubierta d) Espesor 
Tiempo: horas de incubación con claritromicina-Tween  (24,48,72h) y control sin 
antibiótico (96h) 
 
En la Tabla 32 se muestran los valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies 
estudiadas según el test no paramétrico Mann-Whitney. 
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Tabla 32. Valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies de MNPCR expuestas a 
claritromicina-Tween según el test Mann-Whitney. 
Especie 
Comparaciones 
Tiempo (h) 
% de superficie 
cubierta 
% de bacterias 
muertas 
Espesor Autofluorescencia 
M. fortuitum 24-48 0,0005* 0,1254 <0,0001* 0,2595 
 24-72 0,0061* <0,0001* <0,0001* 0,0529 
 24-96 0,0604 0,0685 0,0001* 0,3404 
 48-72 0,5831 0,0029* <0,0001* 0,8398 
 48-96 <0,0001* 0,0029* <0,0001* 0,3705 
 72-96 <0,0001* <0,0001* <0,0001* 0,4428 
M. abscessus 24-48 0,3474 0,0165* 0,0006* 0,5512 
 24-72 0,1746 0,0001* <0,0001* 0,0462* 
 24-96 0,0209* 0,0681 0,0019* 0,1123 
 48-72 0,8852 0,0165* <0,0001* 0,0688 
 48-96 0,0009* 0,0006* <0,0001* 0,0120* 
 72-96 0,0009* <0,0001* <0,0001* 0,0001* 
M. chelonae 24-48 0,0463* 0,8428 <0,0001* 0,1937 
 24-72 0,0086* 0,0179* <0,0001* 0,0225* 
 24-96 0,6649 0,1120 <0,0001* 0,5442 
 48-72 0,2657 0,0449* <0,0001* 0,4776 
 48-96 0,2657 0,0604 <0,0001* 0,1005 
 72-96 0,0519 0,0006* <0,0001* 0,0121* 
M. smegmatis 24-48 0,1978 0,0603 <0,0001* 0,0018* 
 24-72 <0,0001* 0,0138* <0,0001* 0,7125 
 24-96 1,0000 0,7505 0,4235 0,0519 
 48-72 0,0003* 0,1249 <0,0001* 0,3186 
 48-96 0,1432 0,0349* <0,0001* 0,1978 
 72-96 <0,0001* 0,0100* <0,0001* 0,6297 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
La media y desviación estándar para cada especie y para los diferentes parámetros según el 
tiempo de exposición a claritromicina-Tween (24, 48, 72h), y control sin antibiótico (96h) 
vienen especificados en las Tablas 33-34. 
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Tabla 33. Espesor y % de bacterias muertas de MNPCR expuestas a claritromicina-Tween. 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 22,47±3,95 19,22±4,87 14,12±3,91 9,85±2,23 32,23±10,05 39,27±11,15 49,24±14,07 65,92±7,41 
M. abscessus 17,61±5,92 14,09±3,56 12,15±3,29 9,29±1,44 32,55±8,73 42,40±7,19 55,10±17,61 67,60±10,58 
M. chelonae 26,25±9,02 16,93±4,15 13,47±4,34 10,03±1,70 47,00±11,48 56,31±13,87 58,79±16,88 75,05±17,86 
M. smegmatis 28,04±5,85 28,72±7,36 18,46±9,74 9,74±2,11 32,93±8,24 33,99±9,03 44,77±15,83 55,86±19,12 
 
 
 
Tabla 34. % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR expuestas a claritromicina-Tween. 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 64,43±22,72 44,78±26,04 10,84±4,95 17,01±15,23 36,66±22,61 35,55±38,44 75,56±73,09 102,80±126,31 
M. abscessus 49,35±31,09 20,79±16,08 18,26±19,37 12,51±6,56 25,61±11,25 51,53±48,44 51,39±28,41 79,68±42,37 
M. chelonae 25,35±16,24 25,48±9,25 17,48±7,84 14,10±7,02 33,02±13,98 36,79±13,62 55,11±33,13 78,47±58,66 
M. smegmatis 35,41±10,46 34,23±11,60 27,82±13,45 7,52±3,59 55,47±24,11 72,97±16,91 44,99±19,08 78,84±55,65 
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5.5.4. Claritromicina-NAC 
Los resultados obtenidos con claritromicina-NAC vienen representados en la Fig. 38. 
 
         
Figura 38. Efecto de claritromicina-NAC en los diferentes parámetros medidos en la biopelícula de las 
diferentes especies de MNPCR. 
a) Porcentaje de autofluorescencia b) Porcentaje de bacterias muertas 
c) Porcentaje de superficie cubierta d) Espesor 
Tiempo: horas de incubación con claritromicina-NAC  (24,48,72h) y control sin 
antibiótico (96h) 
 
En la Tabla 35 se muestran los valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies 
estudiadas según el test no paramétrico Mann-Whitney. 
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Tabla 35. Valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies de MNPCR expuestas a 
claritromicina-NAC según el test Mann-Whitney. 
Especie 
Comparaciones 
Tiempo (h) 
% de superficie 
cubierta 
% de bacterias 
muertas 
Espesor Autofluorescencia 
M. fortuitum 24-48 0,1277 0,1782 0,1644 0,9323 
 24-72 0,0003* 0,0519 <0,0001* 0,9323 
 24-96 0,3186 0,2415 0,5257 0,8874 
 48-72 0,0001* 0,0121* <0,0001* 0,9774 
 48-96 0,0014* 0,0684 0,0974 1,0000 
 72-96 <0,0001* 0,7125 <0,0001* 0,7553 
M. abscessus 24-48 0,0043* 0,0145* 0,0005* 0,0887 
 24-72 0,0001* <0,0001* <0,0001* 0,0684 
 24-96 0,1748 0,0007* <0,0001* 0,0029* 
 48-72 0,0045* <0,0001* <0,0001* 0,5137 
 48-96 0,0887 <0,0001* <0,0001* 0,0449* 
 72-96 <0,0001* <0,0001* <0,0001* 0,0780 
M. chelonae 24-48 1,0000 0,1123 0,6491 0,5899 
 24-72 0,1135 0,0530 0,3634 0,1782 
 24-96 0,4428 0,0885 0,0003* 0,2415 
 48-72 0,0387* 0,8874 0,0483* 0,0449* 
 48-96 0,2913 0,0029* 0,0008* 0,0684 
 72-96 0,0018* <0,0001* <0,0001* 1,0000 
M. smegmatis 24-48 0,2415 0,9770 0,2100 0,0387* 
 24-72 0,0083* 0,0002* 0,0010* 0,5137 
 24-96 0,2415 0,0883 0,7136 0,0449* 
 48-72 0,0449* 0,0002* 0,0739 0,4776 
 48-96 0,0018* 0,2415 0,1314 0,6707 
 72-96 <0,0001* 0,0001* 0,0010* 0,1978 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
La media y desviación estándar para cada especie y para los diferentes parámetros según el 
tiempo de exposición a claritromicina-NAC (24, 48, 72h), y control sin antibiótico (96h) vienen 
especificados en las Tablas 36-37. 
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Tabla 36. Espesor y % de bacterias muertas de MNPCR expuestas a claritromicina-NAC. 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 28,26±7,82 26,99±5,57 24,78±6,09 11,95±2,76 41,46±15,60 34,84±8,24 29,00±12,76 45,23±13,01 
M. abscessus 22,72±5,92 16,30±4,01 13,36±3,64 9,10±1,99 31,81±10,47 55,30±14,65 67,65±6,86 87,59±5,75 
M. chelonae 24,23±4,37 20,11±6,96 20,18±5,89 17,90±4,37 33,19±7,50 52,15±24,48 64,88±25,42 70,08±13,14 
M. smegmatis 26,97±5,75 26,50±5,17 25,20±5,54 23,25±4,24 26,03±6,74 32,43±10,63 31,14±9,75 71,05±19,40 
 
 
 
Tabla 37. % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR expuestas a claritromicina-NAC. 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 58,22±16,28 51,49±23,63 38,98±8,77 18,61±11,16 42,85±16,56 42,75±21,07 41,13±13,02 41,21±19,72 
M. abscessus 46,61±18,10 56,06±18,39 31,84±13,18 15,62±6,45 44,43±17,01 23,65±12,21 31,72±16,06 35,38±22,02 
M. chelonae 22,41±6,30 20,82±13,24 19,32±8,72 12,39±6,69 34,86±19,71 43,76±18,62 46,27±11,63 34,60±18,65 
M. smegmatis 30,65±4,42 24,55±12,06 17,94±11,06 10,71±5,64 45,06±17,93 62,98±16,09 48,42±15,10 57,64±23,79 
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5.5.5. Amicacina-Tween 
Los resultados obtenidos con amicacina-Tween vienen representados en la Fig. 39. 
 
     
Figura 39. Efecto de amicacina-Tween en los diferentes parámetros medidos en la biopelícula de las 
diferentes especies de MNPCR. 
a) Porcentaje de autofluorescencia b) Porcentaje de bacterias muertas 
c) Porcentaje de superficie cubierta d) Espesor 
Tiempo: horas de incubación con amicacina-Tween (24,48,72h) y control sin 
antibiótico (96h) 
 
En la Tabla 38 se muestran los valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies 
estudiadas según el test no paramétrico Mann-Whitney. 
 
Resultados 
116 
Tabla 38. Valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies de MNPCR expuestas a 
amicacina-Tween según el test Mann-Whitney. 
Especie 
Comparaciones 
Tiempo (h) 
% de superficie 
cubierta 
% de bacterias 
muertas 
Espesor Autofluorescencia 
M. fortuitum 24-48 0,0141* 0,8398 0,0057* 0,2141 
 24-72 0,0528 0,0192* <0,0001* 0,0051* 
 24-96 <0,0001* 0,0004* <0,0001* 0,5825 
 48-72 0,5066 0,0996 0,0134* 0,2601 
 48-96 0,0001* 0,0005* <0,0001* 0,6232 
 72-96 0,0002* <0,0001* <0,0001* 0,0050* 
M. abscessus 24-48 0,0257* 0,4697 <0,0001* 0,7064 
 24-72 0,0002* 0,0050* <0,0001* 0,0060* 
 24-96 0,3073 0,0003* <0,0001* 0,1087 
 48-72 0,0876 0,0401* 0,1560 0,0041* 
 48-96 0,0579 <0,0001* <0,0001* 0,3657 
 72-96 <0,0001* 0,0001* <0,0001* <0,0001* 
M. chelonae 24-48 0,4776 0,0009* <0,0001* 0,2415 
 24-72 0,2415 0,0001* <0,0001* 0,2913 
 24-96 0,0997 0,5831 0,0033* 0,9770 
 48-72 0,5899 0,0007* 0,0020* 0,9774 
 48-96 0,0884 0,0011* <0,0001* 0,4703 
 72-96 0,0303* <0,0001* <0,0001* 0,5065 
M. smegmatis 24-48 0,0045* 0,0163* <0,0001* 0,1135 
 24-72 0,0002* 0,0001* <0,0001* 0,1135 
 24-96 0,0165* 0,0006* 0,0004* 0,0165* 
 48-72 0,6707 0,0001* <0,0001* 0,5512 
 48-96 0,1122 <0,0001* <0,0001* 0,0051* 
 72-96 0,2143 <0,0001* <0,0001* 0,0086* 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
La media y desviación estándar para cada especie y para los diferentes parámetros según el 
tiempo de exposición a amicacina-Tween (24, 48, 72h), y control sin antibiótico (96h) vienen 
especificados en las Tablas 39-40. 
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Tabla 39. Espesor y % de bacterias muertas de MNPCR expuestas a amicacina-Tween. 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 19,62±2,54 14,78±3,67 12,57±3,06 11,00±2,59 29,20±11,00 53,62±15,15 56,79±16,61 67,39±13,70 
M. abscessus 17,43±3,86 12,97±1,68 10,15±2,31 9,46±1,55 33,47±4,51 49,08±10,99 53,18±10,26 66,22±13,09 
M. chelonae 24,74±6,22 19,87±7,14 13,66±6,12 10,11±3,48 37,96±8,16 36,64±7,85 51,21±8,49 71,78±11,87 
M. smegmatis 26,97±5,75 22,38±6,30 15,44±5,73 10,52±3,36 40,12±5,98 55,12±11,41 64,69±6,33 85,66±8,65 
 
 
 
Tabla 40. % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR expuestas a amicacina-Tween. 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 47,36±18,18 21,59±6,51 13,45±9,02 15,92±9,71 54,81±24,48 68,00±41,60 55,79±48,60 29,70±13,86 
M. abscessus 24,26±7,14 22,78±9,66 13,19±10,23 6,15±4,08 40,05±7,75 55,59±22,86 55,73±35,39 98,98±41,31 
M. chelonae 55,03±22,91 39,59±14,18 37,21±19,32 33,17±12,45 39,28±17,58 36,05±12,35 45,50±19,01 46,55±26,68 
M. smegmatis 34,37±15,08 45,87±10,53 25,19±20,40 21,24±15,74 24,13±12,65 36,55±14,26 68,22±54,07 123,53±127,59 
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5.5.6. Amicacina-NAC 
Los resultados obtenidos con amicacina-NAC vienen representados en la Fig. 40. 
 
     
Figura 40. Efecto de amicacina-NAC en los diferentes parámetros medidos en la biopelícula de las 
diferentes especies de MNPCR. 
a) Porcentaje de autofluorescencia b) Porcentaje de bacterias muertas 
c) Porcentaje de superficie cubierta d) Espesor 
Tiempo: horas de incubación con amicacina-NAC (24,48,72h) y control sin antibiótico (96h) 
 
En la Tabla 41 se muestran los valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies 
estudiadas según el test no paramétrico Mann-Whitney. 
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Tabla 41. Valores p obtenidos para cada uno de los parámetros y especies de MNPCR expuestas a 
amicacina-NAC según el test Mann-Whitney. 
Especie 
Comparaciones 
Tiempo (h) 
% de superficie 
cubierta 
% de bacterias 
muertas 
Espesor Autofluorescencia 
M. fortuitum 24-48 0,1782 0,1930 0,0002* 0,7553 
 24-72 0,0011* 0,0004* <0,0001* 0,8428 
 24-96 0,3186 <0,0001* 0,0001* 0,1600 
 48-72 0,0145* 0,0085* <0,0001* 0,7987 
 48-96 0,0284* <0,0001* <0,0001* 0,1782 
 72-96 <0,0001* <0,0001* <0,0001* 0,0242* 
M. abscessus 24-48 0,0007* 0,0221* <0,0001* 0,0029* 
 24-72 <0,0001* <0,0001* <0,0001* 0,0003* 
 24-96 0,0084* 0,0001* 0,3214 0,2587 
 48-72 0,0140* <0,0001* <0,0001* 0,0301* 
 48-96 0,0349* <0,0001* <0,0001* 0,0007* 
 72-96 0,0004* <0,0001* <0,0001* 0,0002* 
M. chelonae 24-48 0,5044 0,0072* 0,0096* 0,5422 
 24-72 0,5053 <0,0001* <0,0001* 0,8849 
 24-96 0,3392 0,0001* 0,0005* 0,2587 
 48-72 0,1394 0,0024* <0,0001* 0,4687 
 48-96 0,3690 <0,0001* <0,0001* 0,6638 
 72-96 0,9309 <0,0001* <0,0001* 0,0993 
M. smegmatis 24-48 0,0387* 0,0100* 0,0072* 0,5137 
 24-72 0,0002* <0,0001* <0,0001* 0,5512 
 24-96 0,1135 0,0007* 0,0387* 0,2415 
 48-72 0,0011* <0,0001* <0,0001* 0,3474 
 48-96 0,2913 <0,0001* <0,0001* 0,1600 
 72-96 0,0003* <0,0001* <0,0001* 0,7987 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
La media y desviación estándar para cada especie y para los diferentes parámetros según el 
tiempo de exposición a amicacina-NAC (24, 48, 72h), y control sin antibiótico (96h) vienen 
especificados en las Tablas 42-43. 
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Tabla 42. Espesor y % de bacterias muertas de MNPCR expuestas a amicacina-NAC. 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 30,84±4,55 26,80±4,82 23,42±3,39 16,26±1,65 24,55±7,61 47,82±8,44 52,74±10,36 65,65±8,79 
M. abscessus 19,47±4,03 19,83±2,66 12,32±3,63 7,93±1,72 41,59±7,51 60,31±12,19 70,18±6,92 96,00±2,99 
M. chelonae 28,05±6,29 23,20±8,36 18,56±5,56 11,43±2,90 21,71±5,48 56,43±14,21 73,95±9,85 87,07±3,89 
M. smegmatis 28,85±6,94 25,85±7,50 21,80±4,45 13,33±4,04 30,21±6,15 47,71±13,41 60,02±8,08 88,43±5,07 
 
 
 
Tabla 43. % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR expuestas a amicacina-NAC. 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Control (96h) 24h 48h 72h Control (96h) 24h 48h 72h 
M. fortuitum 55,42±27,14 47,53±25,87 33,79±13,49 21,99±6,43 42,14±8,86 61,09±25,93 64,84±29,27 64,31±24,87 
M. abscessus 28,03±12,44 44,52±13,49 18,90±11,81 10,45±6,45 38,62±7,66 47,33±17,02 92,66±32,07 150,43±61,82 
M. chelonae 64,49±17,45 58,75±11,14 56,64±9,22 63,47±12,88 26,52±3,75 32,77±12,27 29,36±7,21 29,92±4,61 
M. smegmatis 26,00±10,26 37,13±17,54 22,69±10,16 9,72±7,48 54,76±15,63 48,93±15,15 59,11±61,71 102,25±134,52 
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5.5.7. Tablas comparativas del efecto de ciprofloxacino, ciprofloxacino-Tween 
y ciprofloxacino-NAC en la estructura de biopelículas de MNPCR 
Tabla 44. Valores p obtenidos tras comparar el espesor y % de bacterias muertas de MNPCR entre 
ciprofloxacino (CIP), CIP+Tween y CIP+NAC según el test Mann-Whitney. 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
El espesor se ve reducido significativamente cuando se combina Tween 80 con ciprofloxacino 
en todas las especies estudiadas y a todos los tiempos. Esta reducción es mayor en todos los 
casos al compararlo con la combinación de ciprofloxacino-NAC. En el caso de NAC el espesor 
se ve incluso incrementado significativamente con respecto a ciprofloxacino en algunos casos, 
como ocurre a las 72h en M. fortuitum, y a las 48 y 72h en M. smegmatis. 
El porcentaje de bacterias muertas se incrementa significativamente en M. abscessus a las 24, 
48 y 72h con NAC, y a las 24 y 72h con Tween, siendo este incremento mayor en NAC 
especialmente a las 72h (2,7 veces con NAC, y 2,22 con Tween). De igual forma, disminuye 
significativamente con respecto a ciprofloxacino a las 72h en M. chelonae con Tween, y a las 
48h en M. smegmatis con NAC. 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Tiempo (h) 
CIP  
vs. 
CIP+Tween   
CIP   
vs. 
CIP+NAC  
CIP+Tween 
vs.  
CIP+NAC 
Tiempo (h) 
CIP  
vs. 
CIP+Tween   
CIP   
vs. 
CIP+NAC  
CIP+Tween 
vs.  
CIP+NAC 
M. fortuitum 
24 
48 
72 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,0014* 
0,7806 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
24 
48 
72 
0,5141 
0,0951 
0,4218 
0,9424 
0,2330 
0,5363 
0,0686 
0,0119* 
0,1398 
M. abscessus 
24 
48 
72 
<0,0001* 
0,0441* 
0,0001* 
0,0059* 
0,0152* 
0,4647 
0,1184 
0,9442 
0,0016* 
24 
48 
72 
0,0115* 
0,0503 
0,0111* 
0,0044* 
0,0088* 
0,0113* 
0,1748 
0,2597 
0,0029* 
M. chelonae 
24 
48 
72 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,1822 
0,5164 
0,0772 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,0002* 
24 
48 
72 
0,0505 
0,7172 
0,0112* 
0,5145 
0,2773 
0,2786 
0,0050* 
0,4349 
0,9309 
M. smegmatis 
24 
48 
72 
0,0014* 
0,0111* 
0,0011* 
0,8345 
<0,0001* 
0,0063* 
0,0015* 
<0,0001* 
<0,0001* 
24 
48 
72 
0,2773 
0,2945 
0,6330 
0,8264 
0,0176* 
1,0000 
1,0000 
0,7987 
0,5443 
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Tabla 45. Valores p obtenidos tras comparar el % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR 
entre ciprofloxacino (CIP), CIP+Tween y CIP+NAC según el test Mann-Whitney. 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
El porcentaje de superficie cubierta se ve reducido significativamente cuando se combina 
Tween 80 con ciprofloxacino en el caso de M. fortuitum, M. abscessus y M. chelonae. Esta 
reducción es mayor en todos los casos al compararlo con la combinación de ciprofloxacino-
NAC. NAC, aunque también presenta una disminución en el porcentaje de superficie cubierta 
al compararlo con ciprofloxacino, no es tan significativa como en el caso de Tween 80. 
El porcentaje de autofluorescencia muestra ser un parámetro independiente. Se ve 
incrementado significativamente en el caso de M. fortuitum con Tween a las 72h y en               
M. chelonae a las 48h con NAC, y disminuido en M. smegmatis con Tween a las 24h. 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Tiempo (h) 
CIP  
vs. 
CIP+Tween   
CIP  
vs. 
CIP+NAC  
CIP+Tween 
vs. 
CIP+NAC 
Tiempo (h) 
CIP  
vs. 
CIP+Tween   
CIP   
vs.  
CIP+NAC  
CIP+Tween 
vs.  
 CIP+NAC 
M. fortuitum 
24 
48 
72 
0,2170 
0,3468 
0,0112* 
0,3648 
1,0000 
0,5363 
0,5438 
0,0529 
<0,0001* 
24 
48 
72 
0,7165 
0,8281 
0,0505 
0,8396 
0,8396 
0,4484 
0,5438 
0,2363 
0,0225* 
M. abscessus 
24 
48 
72 
0,0937 
0,8278 
0,0112* 
0,1293 
0,6330 
0,1699 
0,0100* 
0,2361 
0,0035* 
24 
48 
72 
0,5118 
0,3460 
0,0957 
0,6131 
0,1363 
0,1699 
0,5056 
0,1256 
0,9309 
M. chelonae 
24 
48 
72 
0,0115* 
0,0109* 
0,0044* 
0,0088* 
0,0966 
0,0115* 
0,0998 
0,0016* 
0,0734 
24 
48 
72 
1,0000 
0,0689 
0,5363 
0,0703 
0,3477 
0,3477 
0,7074 
0,0011* 
0,5443 
M. smegmatis 
24 
48 
72 
0,9423 
0,2330 
0,9451 
1,0000 
0,2182 
0,6330 
0,0994 
0,1120 
0,3864 
24 
48 
72 
0,0112* 
0,4484 
0,9451 
0,0960 
0,3464 
0,4484 
0,7070 
0,5440 
0,3777 
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5.5.8. Tablas comparativas del efecto de claritromicina, claritromicina-Tween y 
claritromicina-NAC en la estructura de biopelículas de MNPCR 
Tabla 46. Valores p obtenidos tras comparar el espesor y % de bacterias muertas de MNPCR entre 
claritromicina (CLR), CLR+Tween y CLR+NAC según el test Mann-Whitney. 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
El espesor se ve reducido significativamente cuando se combina Tween 80 con claritromicina 
a las 24, 48 y 72h en M. fortuitum, M. chelonae y M. smegmatis, y a las 72h en M. abscessus. 
Lo mismo sucede en el caso de NAC a las 24, 48 y 72h en M. chelonae y M. smegmatis, a las 48 
y 72h en M. fortuitum y a las 72h en M. abscessus. Esta reducción es mayor en las 
combinaciones de claritromicina con Tween respecto a aquellas con NAC. Incluso, a las 24h en 
M. abscessus, el espesor aumenta significativamente al combinar NAC con claritromicina.  
El porcentaje de bacterias muertas se incrementa significativamente en M. fortuitum a las 24h 
con NAC y Tween, en M. abscessus a las 72h sobre todo con NAC, en M. chelonae a las 24, 48 
y 72h con Tween, y a las 72h con NAC, y en M. smegmatis a las 72h sobre todo con NAC. 
 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Tiempo (h) 
CLR  
vs. 
CLR+Tween   
CLR  
vs. 
CLR+NAC  
CLR+Tween 
vs.  
 CLR+NAC 
Tiempo (h) 
CLR  
vs. 
CLR+Tween   
CLR  
vs. 
CLR+NAC  
CLR+Tween 
vs.  
 CLR+NAC 
M. fortuitum 
24 
48 
72 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,7637 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,0001* 
24 
48 
72 
0,0168* 
0,4256 
0,4256 
0,0088* 
0,2330 
0,6330 
0,4701 
0,0020* 
0,0006* 
M. abscessus 
24 
48 
72 
0,5403 
0,5943 
0,0043* 
0,0039* 
0,1235 
0,0020* 
0,0031* 
0,0361* 
0,3654 
24 
48 
72 
0,8280 
0,7180 
0,3477 
0,4484 
0,3648 
0,0044* 
0,0225* 
0,0141* 
0,0005* 
M. chelonae 
24 
48 
72 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,0275* 
0,0368* 
<0,0001* 
<0,0001* 
24 
48 
72 
0,0044* 
0,0044* 
0,0044* 
0,2195 
0,1011 
0,0044* 
0,8852 
0,5512 
0,6707 
M. smegmatis 
24 
48 
72 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,0143* 
0,0299* 
<0,0001* 
<0,0001* 
24 
48 
72 
0,6125 
0,6125 
0,1661 
1,0000 
0,7341 
0,0357* 
0,6645 
0,0120* 
0,0598 
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Tabla 47. Valores p obtenidos tras comparar el % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR 
entre claritromicina (CLR), CLR+Tween y CLR+NAC según el test Mann-Whitney. 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
El porcentaje de superficie cubierta se ve reducido significativamente a las 48h cuando se 
combina Tween 80 con claritromicina en M. fortuitum, y a las 24 y 72h en M. chelonae. De 
igual forma, a las 72h cuando se combina NAC con claritromicina en M. chelonae. Por otro 
lado, este parámetro se ve incrementado significativamente con NAC a las 24 y 48h en           
M. fortuitum, y a las 24 y 48h en M. abscessus. 
El porcentaje de autofluorescencia muestra ser un parámetro independiente. Se ve 
incrementado significativamente en el caso de M. abscessus con Tween a las 72h, y 
disminuido significativamente en M. fortuitum a las 24h con Tween y a las 48 con NAC, al igual 
que en M. abscessus a las 24 y 48h con NAC, en M. chelonae a las 24h con Tween y a las 48h 
con NAC, y en M. smegmatis a las 48h con Tween y NAC. 
 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Tiempo (h) 
CLR  
vs. 
CLR+Tween   
CLR  
vs. 
CLR+NAC  
CLR+Tween 
vs.  
 CLR+NAC 
Tiempo (h) 
CLR  
vs. 
CLR+Tween   
CLR  
vs.  
CLR+NAC  
CLR+Tween 
vs.  
 CLR+NAC 
M. fortuitum 
24 
48 
72 
0,1283 
0,0113* 
0,9451 
0,0484* 
0,0176* 
0,6330 
0,5440 
<0,0001* 
0,4776 
24 
48 
72 
0,0357* 
0,6125 
0,6330 
0,1802 
0,0308* 
0,2330 
0,1406 
0,7507 
0,6707 
M. abscessus 
24 
48 
72 
0,7341 
0,7341 
0,7175 
0,0709 
0,1363 
0,7341 
0,0003* 
0,0100* 
0,4022 
24 
48 
72 
0,2330 
0,1363 
0,0359* 
0,0044* 
0,0088* 
0,1011 
0,0387* 
0,1277 
0,0024* 
M. chelonae 
24 
48 
72 
0,0250* 
0,1011 
0,0044* 
0,0703 
0,1802 
0,0044* 
0,3406 
0,6033 
0,4428 
24 
48 
72 
0,0250* 
0,3648 
0,5363 
0,1011 
0,0088* 
0,1363 
0,3706 
0,9774 
0,0068* 
M. smegmatis 
24 
48 
72 
1,0000 
0,2945 
0,3648 
0,4484 
1,0000 
0,7341 
0,0597 
0,0519 
0,1782 
24 
48 
72 
0,7341 
0,0044* 
1,0000 
0,8396 
0,0044* 
1,0000 
0,1005 
0,5899 
0,7125 
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5.5.9. Tablas comparativas del efecto de amicacina, amicacina-Tween y 
amicacina-NAC en la estructura de biopelículas de MNPCR 
Tabla 48. Valores p obtenidos tras comparar el espesor y % de bacterias muertas de MNPCR entre 
amicacina (AN), AN+Tween y AN+NAC según el test Mann-Whitney. 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
El espesor se ve reducido significativamente cuando se combina Tween 80 con amicacina en   
M. fortuitum, M. chelonae y M. smegmatis. Esta reducción es mayor en todos los casos al 
compararlo con la combinación de amicacina-NAC. En el caso de NAC el espesor se ve incluso 
incrementado significativamente con respecto a amicacina en algunos casos, como ocurre a 
las 24 y 48h en M. chelonae.  
El porcentaje de bacterias muertas se incrementa significativamente en M. fortuitum a las 24 
y 72h con NAC y Tween, en M. abscessus a las 72h sobre todo con NAC, en M. chelonae a las 
72h con Tween y en mayor medida con NAC, y en M. smegmatis a las 48 y 72h con NAC y 
Tween. 
 Espesor (µm) % de bacterias muertas 
Especie Tiempo (h) 
AN 
vs. 
AN+Tween   
AN 
vs. 
AN+NAC  
AN+Tween 
vs.  
 AN+NAC 
Tiempo (h) 
AN 
vs. 
AN+Tween   
AN 
vs. 
AN+NAC  
AN+Tween 
vs.  
 AN+NAC 
M. fortuitum 
24 
48 
72 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,8517 
0,2019 
0,4711 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
24 
48 
72 
0,0251* 
0,1011 
0,0112* 
0,0111* 
0,1688 
0,0114* 
0,2138 
0,7072 
0,9769 
M. abscessus 
24 
48 
72 
0,6706 
0,2164 
0,2029 
<0,0001* 
0,2744 
0,0004* 
<0,0001* 
0,0020* 
0,0001* 
24 
48 
72 
0,3455 
0,6128 
0,0503 
0,3425 
0,0702 
0,0110* 
0,0595 
0,0004* 
<0,0001* 
M. chelonae 
24 
48 
72 
0,0002* 
0,0982 
0,0016* 
<0,0001* 
0,0084* 
0,0834 
0,1010 
<0,0001* 
0,0089* 
24 
48 
72 
0,1286 
0,4193 
0,0088* 
0,2186 
0,0604 
0,0112* 
0,0029* 
0,0001* 
0,0005* 
M. smegmatis 
24 
48 
72 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
<0,0001* 
0,0005* 
<0,0001* 
0,0288* 
<0,0001* 
0,0033* 
24 
48 
72 
0,2773 
0,0110* 
0,0308* 
0,7341 
0,0044* 
0,0112* 
0,2141 
0,1118 
0,6647 
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Tabla 49. Valores p obtenidos tras comparar el % de superficie cubierta y autofluorescencia de MNPCR 
entre amicacina (AN), AN+Tween y AN+NAC según el test Mann-Whitney. 
*Estadísticamente significativo (p<0,05) 
 
El porcentaje de superficie cubierta se ve reducido significativamente cuando se combina 
Tween 80 con amicacina en el caso de M. fortuitum y M. abscessus. Esta reducción es mayor 
en todos los casos al compararlo con la combinación de amicacina-NAC. Por otro lado, este 
parámetro se ve incrementado significativamente con NAC a las 72h en M. chelonae y a las 24 
y 48h en M. smegmatis, y con Tween a las 24h en M. smegmatis. 
El porcentaje de autofluorescencia muestra ser un parámetro independiente. Se ve 
incrementado significativamente en el caso de M. fortuitum con NAC a las 72h y en                   
M. abscessus a las 48 y 72h con NAC, y a las 72h con Tween. Sin embargo, este parámetro se 
ve disminuido significativamente en M. chelonae a las 24h con Tween, y a las 24, 48 y 72h con 
NAC, al igual que en M. smegmatis a las 24h con Tween, y a las 24 y 48h con NAC. 
 
 
 
 % de superficie cubierta % de autofluorescencia 
Especie Tiempo (h) 
AN 
vs. 
AN+Tween   
AN 
vs. 
AN+NAC  
AN+Tween 
vs.  
AN+NAC 
Tiempo (h) 
AN 
vs. 
AN+Tween   
AN 
vs.  
AN+NAC  
AN+Tween 
vs.  
AN+NAC 
M. fortuitum 
24 
48 
72 
0,8278 
0,0308* 
0,4269 
0,0966 
0,5363 
0,6330 
0,0042* 
0,0002* 
0,0303* 
24 
48 
72 
0,3464 
0,6330 
0,4269 
0,4484 
0,0703 
0,1011 
0,8851 
0,1978 
0,0014* 
M. abscessus 
24 
48 
72 
0,4248 
0,9421 
0,0245* 
0,8268 
0,8281 
0,2773 
0,0002* 
0,1929 
0,0300* 
24 
48 
72 
0,4248 
0,5130 
0,0111* 
0,7153 
0,0704 
0,0112* 
0,4339 
0,0399* 
0,0400* 
M. chelonae 
24 
48 
72 
0,8396 
0,4484 
0,2330 
0,3434 
0,1649 
0,0112* 
0,0016* 
0,0011* 
0,0002* 
24 
48 
72 
0,0176* 
0,1011 
0,1802 
0,0239* 
0,0105* 
0,0112* 
0,3697 
0,0299* 
0,1745 
M. smegmatis 
24 
48 
72 
0,0044* 
0,1802 
0,1802 
0,0176* 
0,0484* 
0,5363 
0,3186 
0,9323 
0,1600 
24 
48 
72 
0,0484* 
0,5363 
0,4484 
0,0308* 
0,0484* 
0,1011 
0,0387* 
0,3777 
0,8874 
    
 
 
 
6. DISCUSIÓN
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Las infecciones por MNT se han convertido en un fenómeno emergente. De entre los 
múltiples factores implicados en el aumento de dichas infecciones destacan su ubicuidad en el 
medio ambiente, su alta capacidad de resistencia a antisépticos habituales, y el notable 
incremento de procedimientos invasivos, sobre todo cosméticos.  
Las infecciones producidas por MNPCR incluyen una amplia gama de enfermedades, la 
mayoría de ellas causadas por las especies M. fortuitum, M. chelonae y M. abscessus. El resto 
de especies raramente causan infección en humanos11, 123-124, a pesar de su aislamiento 
relativamente común a partir de muestras clínicas9, 11, 332-334. Estas infecciones patógenas 
están comúnmente relacionadas con biopelículas, e incluyen una gran variedad de 
complicaciones quirúrgicas que varían desde infecciones relativamente leves, como las 
infecciones de herida quirúrgica11, 335, hasta muy graves como la endocarditis asociada a 
válvula protésica336-337. Entender, por lo tanto, el concepto de biopelícula es esencial a la hora 
de prevenir, diagnosticar y tratar las infecciones asociadas a la formación de estas estructuras. 
Estas comunidades microbianas presentan una serie de características que dificultan el 
manejo de dichas infecciones, como son su mayor resistencia a los agentes antimicrobianos, 
su capacidad de evasión y resistencia a los mecanismos inmunes, y a la dificultad de aislar 
estos microorganismos mediante métodos convencionales338. 
Debido al aumento de infecciones relacionadas con la formación de biopelículas y a las 
diferencias importantes que existen en la evolución clínica de las diferentes especies de 
MNPCR, resulta importante conocer el comportamiento que presentan dichas bacterias         
in vitro.  
6.1. Autofluorescencia en biopelículas de MNPCR 
Respecto a la autofluorescencia, cabe destacar que todas las MNPCR estudiadas emiten 
autofluorescencia azul, lo que podría suponer una potencial herramienta diagnóstica. Dicha 
autofluorescencia es un parámetro independiente del tiempo y de la especie, y se considera 
específica de estas micobacterias al coincidir con aquellas teñidas mediante la tinción          
Nile Red©, que se une específicamente a los lípidos de las células bacterianas (Figuras 25-26). 
Se ha visto que el tratamiento con calor o agentes químicos decontaminantes no interfieren 
con la detección de autofluorescencia, sino que por el contrario incrementan el nivel de 
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detección de la misma. Patiño et al. especularon que las coenzimas F420 o FO podrían estar 
implicadas en la autofluorescencia de micobacterias12. Estas coenzimas son importantes para 
las reacciones de transferencia de electrones de micobacterias y tienen la capacidad de 
generar una fluorescencia azul-verde brillante que se ve reforzada por el tratamiento de calor. 
De acuerdo con nuestros resultados, esta molécula podría ser secretada por los componentes 
bacterianos de la biopelícula y detectarse en la matriz extracelular en forma de 
autofluorescencia. Otra hipótesis podría ser que esta coenzima se liberase después de la 
muerte celular durante la formación de la biopelícula. Cabe destacar que la detección 
preferente de la autofluorescencia extracelular tiene lugar al comienzo de la formación de la 
biopelícula por lo que podría ser un factor QS desconocido. 
6.2. Estructura de las biopelículas de MNPCR en relación con la 
especie 
La técnica de microscopía confocal es de referencia en el estudio de biopelículas70, la cual 
combina el microscopio de fluorescencia con imagen electrónica. Esta técnica permite la 
visualización directa de la estructura de la biopelícula mediante tinciones fluorescentes como 
la tinción Nile Red© o Live/Dead Backlight©, incluyendo el estudio de la viabilidad de las 
bacterias presentes en la biopelícula. Mediante CLSM analizamos el espesor, el porcentaje de 
superficie cubierta, el porcentaje de autofluorescencia (anteriormente comentado) y el 
porcentaje de bacterias muertas en las 7 cepas tipo de MNPCR más comunmente aisladas. 
Tanto el espesor como la superficie cubierta aumentan a lo largo del desarrollo de formación 
de la biopelícula, destacando un efecto importante del tiempo y la especie en el espesor, y de 
solo la especie en el porcentaje de superficie cubierta. Llama la atención que el porcentaje de 
superficie cubierta sea mayor para las especies M. fortuitum y M. abscessus, patógenos 
humanos habituales. M. chelonae presenta un crecimiento más irregular y se caracteriza por 
crecer verticalmente, de ahí que presente un porcentaje de superficie cubierta no tan 
elevado. 
El porcentaje medio de bacterias muertas disminuye a lo largo del desarrollo de formación de 
la biopelícula. Merece la pena resaltar que un mayor porcentaje de bacterias muertas se 
detecta en todas las micobacterias después de 24h de inoculación. No existe una explicación 
clara para este fenómeno, pero posiblemente el estrés al que están sometidas las bacterias al 
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principio del experimento o el período de adaptación requerido para formar células "clusters", 
que maduran y se desprenden de la biopelícula para colonizar otras superficies, podrían ser 
las principales causas potenciales. 
Mediante CLSM también visualizamos que ciertas MNPCR estudiadas presentan cordones. 
Williams et al. demostró que la presencia de cordones está asociado con una mayor 
patogenicidad de las especies de micobacterias20. Así, por ejemplo, está descrito que la 
variante rugosa (R) de M. abscessus, carente de GPLs en la superficie celular, es más patógena 
que la variante lisa (L). La virulencia de la variante R se asocia a la producción masiva de 
cordones y a la formación de abscesos. Un estudio reciente realizado por Bernut et al. 
relaciona el aumento de la virulencia de la variante R con la pérdida de la producción de GPLs 
mediante estudios en embriones de pez cebra19. Este estudio describe el papel fundamental 
de dichos cordones en la fisiopatología in vivo de la infección por M. abscessus y enfatiza que 
es un mecanismo de evasión inmune. 
 
 
Figura 41. Cordones de M.abscessus en cabeza y cola del pez cebra mediante microscopía confocal.  
Imagen obtenida en Mycobacterium abscessus cording prevents phagocytosis and promotes abscess 
formation. Proc Natl Acad Sci Bernut et al. 2014. 
En concreto, detectamos esta propiedad en M. chelonae y M. abscessus, ambas consideradas 
las especies más patógenas de este grupo10, y también en otras especies consideradas menos 
patógenas como M. mucogenicum y M. smegmatis.  
En un artículo publicado recientemente por Kumar et al. en la revista Ultrastructural 
Pathology, se recogen datos importantes sobre los cambios morfológicos ultraestructurales 
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experimentados en biopelículas de M. smegmatis, M. avium, M. fortuitum y M. tuberculosis, 
observándose cómo M. smegmatis también se dispone en cordones339 . 
6.3. Sensibilidad y efecto de antibióticos en biopelículas de MNPCR 
El tratamiento de las infecciones por MCR es diferente al de la tuberculosis y otras 
micobacteriosis. Incluye la administración de antibióticos, de acuerdo con los patrones de 
sensibilidad, y la actuación quirúrgica en algunos casos como linfadenitis o infecciones de piel 
y tejidos blandos340. Las MCR son resistentes a los fármacos antituberculosos convencionales 
pero pueden ser sensibles a otros antimicrobianos de amplio espectro. La gran variabilidad en 
la respuesta antibiótica de las diferentes especies motiva la necesidad de identificar 
correctamente cada aislado clínico y determinar su sensibilidad in vitro. Los antimicrobianos 
que se suelen ensayar incluyen los macrólidos, los aminoglucósidos, las fluoroquinolonas, 
cefoxitina, imipenem, linezolid, tigeciclina, doxiciclina, minociclina y trimetoprima-
sulfametoxazol. 
La formación de biopelículas es un factor de patogenicidad clave para la supervivencia en 
diversos ambientes ya que permite a las células sobrevivir en ambientes hostiles y también 
colonizar nuevos nichos341. Se ha visto que una biopelícula puede desarrollarse en 24h 
después de la colocación de los dispositivos342. La mayor importancia de la presencia de 
biopelículas en infecciones radica en que es un factor fundamental en la resistencia de los 
microorganismos embebidos en su matriz a antibióticos, desinfectantes y germicidas343-344. 
Como consecuencia, puede provocar fracasos terapéuticos y la experiencia clínica ha 
demostrado que las biopelículas deben ser erradicadas físicamente para que la infección se 
pueda resolver343.  
Los aislados de las especies M. fortuitum, M. smegmatis y M. mucogenicum son normalmente 
los más sensibles (comúnmente sensibles a amicacina, cefoxitina, imipenem, ciprofloxacino, 
sulfonamidas y moxifloxacino)11. Por el contrario, M. abscessus y M. chelonae son las especies 
de MCR más resistentes a los antimicrobianos, siendo generalmente sensibles o intermedios a 
amicacina, imipenem y claritromicina, y resistentes a quinolonas11.   
En nuestros experimentos cabe destacar la resistencia a CLR en M. mageritense ATCC 700351 
(CMI) (Tabla 12). Estudios recientes muestran que hay especies de MCR que tienen una 
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resistencia intrínseca a claritromicina, estando dicha resistencia directamente relacionada con 
la presencia de genes erm. Estudios previos en relación con la detección de genes de metilasas 
erm realizados en la Fundación Jiménez Díaz demostraron que esta cepa de colección 
presenta dicho gen207, 345, de ahí su resistencia intrínseca a macrólidos. 
El método CBD, para estudiar la sensibilidad en biopelículas, es una técnica utilizada en 
multitud de estudios346-348, y a pesar de no existir un método estandarizado para el estudio de 
la sensibilidad antimicrobiana en biopelículas, este método parece ser el más adecuado, ya 
que permite la formación de biopelículas equivalentes y es altamente reproducible. 
En nuestros experimentos observamos una resistencia muy elevada a antimicrobianos 
(ciprofloxacino, amicacina y claritromicina) en todas las MNPCR estudiadas cuando se 
encuentran formando biopelículas (CMEB) (Tabla 12). De entre los antimicrobianos 
estudiados, ciprofloxacino resultó ser el más activo frente a biopelículas de MNPCR, mientras 
que claritromicina y amicacina no mostraron prácticamente actividad frente a las mismas. De 
acuerdo con nuestros resultados se puede concluir que las MNPCR, cuando se encuentran 
formando parte de una biopelícula, presentan una resistencia a antimicrobianos muy superior 
respecto a las micobacterias en estado planctónico. Esta resistencia varía desde en torno a 
100 veces en el caso de M. mucogenicum cuando se expone a ciprofloxacino, hasta >100.000 
veces más con respecto a la CMI en el caso de M. abscessus y M. peregrinum cuando se 
exponen a claritromicina. 
El mecanismo de acción puede estar relacionado con dichos resultados, ya que ciprofloxacino 
tiene un mecanismo de acción diferente al de amicacina y claritromicina. Ciprofloxacino 
inhibe la síntesis de ADN y es bactericida (posee la propiedad de destruir la bacteria), siendo 
su acción terapéutica irreversible. Los aminoglucósidos como amicacina, aunque también son 
bactericidas, por el contrario inhiben la síntesis de proteínas. Además, los aminoglucósidos 
son considerados en general poco activos frentes a microorganismos que crecen formando 
biopelículas porque son retenidos por cargas negativas del alginato (polisacárido aniónico de 
la pared celular bacteriana). Por su parte, claritromicina inhibe la síntesis proteica y es 
bacterióstatico (inhibe la multiplicación bacteriana). 
Existen algunos estudios en la literatura donde se recoge que el número de micobacterias en 
biopelícula puede alcanzar recuentos tan elevados de en torno a 10.000-100.000 UFC/cm2, 
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como bien describen Falkinham et al. en diferentes artículos15, 90. Este dato tendría que 
tenerse en cuenta a la hora de plantear las opciones terapéuticas en infecciones causadas por 
MCR asociadas a la formación de biopelículas. 
El amplio espectro de resistencia de las micobacterias a antibióticos y desinfectantes es 
causado, en parte, por la velocidad de crecimiento de las mismas, por su hidrofobicidad e 
impermeabilidad15, 21. Esta resistencia también está relacionada con proteínas de transporte 
asociadas a membrana que median el flujo de salida de antibióticos (por ejemplo, quinolonas) 
de las células349-350. Adicionalmente, entre los mecanismos de resistencia también se incluyen 
la presencia de β-lactamasas351-352, aminoglucósido-acetiltransferasas353 y genes de resistencia 
para tetraciclinas354. Debido a la resistencia constitutiva de alto nivel de las micobacterias a 
antibióticos, la identificación de mecanismos de resistencia específicos resulta complicado.  
Mediante CLSM observamos cómo se comportaban los antibióticos ciprofloxacino, 
claritromicina y amicacina en las biopelículas de 3 micobacterias potencialmente patógenas 
(M. fortuitum, M. chelonae y M. abscessus), tomando M. smegmatis como control. El espesor 
es el parámetro más afectado en este estudio (Tabla 22), y una explicación a ello podría ser 
que durante las fases de maduración y dispersión que tienen lugar en la formación de 
biopelículas es más fácil eliminar las bacterias localizadas en la matriz de la biopelícula. Dichas 
bacterias son las que se liberan para colonizar nuevas superficies y, dado que presentan un 
metabolismo activo, pueden ser más vulnerables que otras bacterias que se encuentran 
dentro de la estructura de la biopelícula. Además, el hecho de que las capas superficiales de la 
biopelícula están más expuestas a dosis letales de antibiótico también podría explicar estos 
resultados. Adicionalmente, se obervan diferencias estadísticamente significativas en el 
espesor de todas las especies, destacándose menores espesores en el caso de M. fortuitum 
con amicacina y ciprofloxacino, en M. abscessus con amicacina y claritromicina, en                 
M. chelonae con amicacina, y en M. smegmatis con ciprofloxacino. 
Como era de esperar, el porcentaje de bacterias muertas aumenta después de la exposición a 
antibióticos, sobre todo tras 48 y 72h de exposición antibiótica (Figura 42), a excepción de    
M. fortuitum y M. chelonae tras ser expuestas a amicacina (Tabla 20), pudiendo estar 
relacionado dicho efecto a una menor actividad de los aminoglucósidos sobre este parámetro 
en las biopelículas de estas especies micobacterianas. En el caso de M. fortuitum y                  
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M. chelonae con ciprofloxacino, M. fortuitum con claritromicina, y M. fortuitum y M. chelonae 
con amicacina tras 24h de exposición antibiótica llama la atención la presencia de un 
porcentaje medio de bacterias muertas tan solo un poco más bajo que los controles       
(Tablas 14, 17 y 20). Entre las hipótesis barajadas se incluye la madurez de la biopelícula 
cuando añadimos el antibiótico. En este punto la biopelícula presenta micobacterias 
metabólicamente inactivas que han demostrado ser más resistentes a los antibióticos que 
aquellas metabólicamente activas. 
   
Figura 42. M. chelonae tras la exposición 72h con ciprofloxacino. 
a) Bacterias vivas b) Bacterias muertas c) Superposición a) y b) 
 
Cuando comparamos los resultados promedio de superficie cubierta observamos que este 
parámetro se reduce especialmente tras 48 y 72h de exposición antibiótica. Destaca que, al 
comparar los controles con las cepas tratadas 24h con antibiótico, dicho parámetro no varía 
prácticamente o incluso aumenta. Tal vez durante los primeros pasos de la formación de 
biopelículas, la fase de adherencia y la unión irreversible, es más difícil separar las células de la 
superficie debido, por ejemplo, a la presencia de cationes divalentes que juegan un papel muy 
importante en la adherencia microbiana y en la formación de biopelículas mediante estímulo 
de la adhesión célula-célula y la agregación. En el caso de M. chelonae el porcentaje de 
superficie cubierta aumenta significativamente tras la exposición 72h con claritromicina con 
respecto al control (p=0,0496) (Tabla 18). 
Respecto al porcentaje de autofluorescencia podemos decir que se trata de un parámetro 
independiente, ya que disminuye o aumenta en algunas especies y con algunos antibióticos, 
sin seguir una tendencia definida. Respecto a la especie M. smegmatis cabe destacar la 
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presencia de autofluorescencia extracelular con amicacina, que podría deberse a un factor de 
estrés debido a la exposición antibiótica (Tabla 21). 
6.4. Efecto de antibióticos en combinación junto a agentes 
antibiopelícula en biopelículas de MNPCR 
El aumento de la resistencia múltiple a los antibióticos trae como consecuencia el desarrollo 
de nuevas opciones terapéuticas. En los últimos años se están estudiando posibles 
alternativas a los antibióticos, su modo de acción y efectos sinérgicos con otros compuestos 
antimicrobianos355.  
Tween 80 está descrito como agente antibiopelícula329, al igual que NAC. Este último es un 
agente importante en la prevención de la adhesión de bacterias a los dispositivos de 
biomateriales325 y, dadas sus propiedades antibacterianas, se emplea generalmente en el 
tratamiento médico de la bronquitis crónica356. 
No existe experiencia de estos agentes en biopelículas formadas por micobacterias. En 
nuestros experimentos, NAC y Tween 80 muestran propiedades antibacterianas cuando se 
combinan con antibióticos y no cuando se adicionan solos. Esto se debe a que Tween 80, al 
ser un detergente no iónico, no tiene actividad antimicrobiana per se. Por su parte, NAC solo 
ejerce un papel mucolítico, empleándose de forma rutinaria en los laboratorios en la licuación 
y descontaminación de esputos para la recuperación de las especies del género 
Mycobacterium. 
En el presente estudio quiso observarse si existía algún efecto sinérgico al combinar NAC y 
Tween 80 con los distintos antimicrobianos. Observando los valores de CMEB de las 
combinaciones de antibiótico con agentes antibiopelícula en MNPCR (Tabla 25), cabe destacar 
la importante reducción en la CMEB en el caso de M. fortuitum al asociar amicacina y NAC, y 
en el caso de M. smegmatis con ciprofloxacino y Tween, amicacina y Tween, ciprofloxacino y 
NAC, y amicacina y NAC. Este efecto sinérgico podría tener un potencial uso en profilaxis o 
tratamiento de infecciones relacionadas con biopelículas.  
M. abcessus y M. chelonae son más resistentes a antimicrobianos que otras MCR, siendo 
especialmente resistentes a quinolonas, de ahí que se observen unas altas resistencias a 
ciprofloxacino y combinaciones del mismo. Más aún, M. abscessus es considerada una de las 
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especies más virulentas y resistentes de micobacterias de crecimiento rápido, por lo que las 
resistencias observadas en nuestros estudios de sensibilidad a antimicrobianos y agentes 
antibiopelícula apoyan dicha afirmación.   
Por otro lado, M. fortuitum y M. smegmatis son generalmente más sensibles que el resto de 
MCR, de ahí que posiblemente en nuestro caso se vean concentraciones más disminuidas en 
estas especies para ciprofloxacino y amicacina. 
En general, al asociaciar antibióticos con NAC o Tween el porcentaje de bacterias muertas se 
incrementa con respecto al uso solamente de antibióticos. Solo en algunas combinaciones 
puntuales con ciprofloxacino este parámetro se ve disminuido significativamente (con Tween 
a las 72h en M. chelonae, y con NAC a las 48h en M. smegmatis) (Tabla 44), posiblemente 
debido a la estructura más irregular de estas especies. Por otro lado, el porcentaje de 
autofluorescencia no sigue una tendencia definida, por lo que lo consideramos como un 
parámetro independiente. Cabe destacar la presencia de autofluorescencia extracelular en  
M. smegmatis con las combinaciones de amicacina y Tween (Tabla 40), y con amicacina y NAC 
(Tabla 43), en M. abscessus con amicacina y NAC (Tabla 43), y en M. fortuitum con 
claritromicina y Tween (Tabla 34). Ello podría deberse a que se tratase de un factor de estrés y 
que estuviese relacionado con la exposición antibiótica junto con los agentes antibiopelícula. 
Las combinaciones antibióticas con el desinfectante tensioactivo Tween 80 muestran en todos 
los casos unas reducciones en el porcentaje de superficie cubierta y en el espesor más altas 
que con el agente mucolítico NAC. Hemos visto que en algunos casos el espesor y el 
porcentaje de superficie cubierta se ven incrementados al combinar NAC con antibióticos. 
Destacamos incrementos en el espesor con ciprofloxacino a las 72h en M. fortuitum, y a las 48 
y 72h en M. smegmatis (Tabla 44), con claritromicina a las 24h en M. abscessus (Tabla 46), y 
con amicacina a las 24 y 48h en M. chelonae (Tabla 48). De igual forma, destaca un aumento 
en el porcentaje de superficie cubierta con claritromicina a las 24 y 48h en M. fortuitum y a las 
24 y 48h en M. abscessus (Tabla 47), y con amicacina a las 72h en M. chelonae y a las 24 y 48h 
en M. smegmatis (Tabla 49). Dichos resultados, atribuibles teóricamente a un efecto directo 
sobre la envoltura celular bacteriana, tienen su razón en el mecanismo de acción de estos 
agentes antibiopelícula.  
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Tween 80, al ser un detergente, tiene el potencial de alterar la integridad estructural de la 
membrana (es decir, la disposición ordenada de lípidos y proteínas), interfiriendo con 
procesos de transporte y metabolismo energético y salida de pequeñas moléculas de la 
célula357. Por su parte, NAC es un derivado de la cisteína y, por lo tanto, su mecanismo de 
acción físico-químico es atribuible a la presencia en su composición de una molécula de un 
grupo sulfihidrilo libre que interactúa con los enlaces S-S de las cadenas mucoproteicas 
provocando su separación y determinando la disminución de su viscosidad. Así, actúa sobre el 
polisacárido de la matriz de la biopelícula, ejerciendo un efecto despolimerizante sobre las 
fibras de ADN y rompiendo los puentes disulfuros que enlazan las fibras de polisacáridos356, 
358. Dado el alto contenido lipídico de la pared celular micobacteriana (ácidos micólicos), su 
importancia en la composición de la matriz extracelular240, y la acción sobre los lípidos que 
ejerce Tween 80, podemos entender por qué éste es un agente antibiopelícula más activo que 
NAC en biopelículas formadas por micobacterias. 
Poco se sabe sobre la complejidad de la estructura de la biopelícula micobacteriana, pero los 
estudios recientes muestran que las características de estas estructuras son diferentes de las 
detectadas en las biopelículas formadas por otros organismos.  
Es necesario continuar la evaluación de los efectos causados por los diferentes antibióticos y 
agentes antibiopelícula con el objetivo de dilucidar cómo se ven afectadas las biopelículas. 
Este conocimiento podría ser de gran utilidad para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas 
que puedan enfocar así un mejor tratamiento de las infecciones producidas por 
micobacterias. 
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1. Todas las cepas de MNPCR estudiadas, M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum,                 
M. mageritense, M. mucogenicum, M. peregrinum y M. smegmatis, presentan 
autofluorescencia al visualizarlas mediante microscopía confocal láser de barrido. Dicha 
fluorescencia intrínseca se observa tanto dentro de las células como en la matriz extracelular y 
la emisión fluorescente en λ=450-480 nm se caracteriza por ser de color azul cuando se excita 
con láser diode de λ=405 nm.  
2. A lo largo del desarrollo de formación de biopelículas por las cepas de MNPCR estudiadas 
observamos que ni el tiempo ni la especie tienen un efecto relevante en el parámetro 
autofluorescencia pero sí en el parámetro espesor, el cual se ve incrementado 0,14 veces por 
cada hora adicional. El tiempo es un factor relevante en el porcentaje de bacterias muertas, 
viéndose reducido 0,15 veces por cada hora adicional, y la especie en en porcentaje de 
superficie cubierta. Destaca M. chelonae por su tendencia a crecer de forma vertical, 
presentando así un menor porcentaje de superficie cubierta, y M. fortuitum por presentar un 
mayor valor de este parámetro con respecto al resto de MNPCR. 
3. Las biopelículas de M. chelonae, M. mucogenicum y M. smegmatis tienen un crecimiento 
más irregular mientras que las biopelículas de M. abscessus, M. fortuitum, M. mageritense y 
M. peregrinum un crecimiento más uniforme. 
4. La formación de cordones ha sido observada tanto en especies consideradas patógenos 
humanos habituales (M. abscessus y M. chelonae) como en patógenos humanos infrecuentes 
(M. mucogenicum y M. smegmatis). 
5. Las MNPCR muestran una resistencia a antimicrobianos cuando se encuentran formando 
parte de una biopelícula (CMEB) muy superior respecto a las micobacterias en estado 
planctónico (CMI).  
6. Ciprofloxacino es el antibiótico más activo frente a biopelículas preformadas de MNPCR, 
mientras que claritromicina y amicacina carecen de actividad frente a las mismas. 
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7. El espesor es el parámetro más afectado tras la adición de los antibióticos ciprofloxacino, 
claritromicina y amicacina a distintos tiempos durante la formación de la biopelícula.             
M. fortuitum presenta un espesor menor con amicacina y ciprofloxacino, M. abscessus con 
amicacina y claritromicina, M. chelonae con amicacina, y M. smegmatis con ciprofloxacino. 
8. El porcentaje de superficie cubierta se reduce especialmente tras 48 y 72h de exposición 
antibiótica, pero no así tras 24h, donde prácticamente no varía o aumenta. 
9. La autofluorescencia se reduce significativamente tras 72h de exposición antibiótica en     
M. smegmatis con ciprofloxacino y claritromicina, en M. abscessus con claritromicina, y en    
M. fortuitum con amicacina. De igual forma dicho parámetro aumenta significativamente en 
M. chelonae y M. smegmatis tras 72h de exposición a amicacina. Además, se detecta la 
presencia de autofluorescencia extracelular en M. smegmatis con amicacina. 
10. El porcentaje de bacterias muertas aumenta después de la exposición a antibióticos, 
especialmente tras las 48 y 72h, a excepción de M. fortuitum y M. chelonae tras ser expuestas 
a amicacina. En el caso de M. fortuitum y M. chelonae con ciprofloxacino, M. fortuitum con 
claritromicina, y M. fortuitum y M. chelonae con amicacina tras 24h de exposición antibiótica, 
el porcentaje medio de bacterias muertas es inferior al de los controles.  
11. NAC y Tween 80 no muestran propiedades antibacterianas cuando se emplean solos 
frente a MNPCR. Sin embargo, en combinación con antibióticos sí presentan propiedades 
antibacterianas, ejerciendo un efecto sinérgico en el incremento del porcentaje de bacterias 
muertas, y en la reducción de la superficie cubierta y del espesor de las biopelículas de 
MNPCR en estudio. Por lo tanto, estos compuestos se consideran agentes antibiopelícula.  
12. El porcentaje de autofluorescencia es un parámetro independiente y no sigue una 
tendencia definida cuando se combinan Tween 80 y NAC con ciprofloxacino, amicacina o 
claritromicina. Se detecta la presencia de autofluorescencia extracelular en M. smegmatis con 
las combinaciones de amicacina con Tween y NAC, en M. abscessus con amicacina y NAC, y en 
M. fortuitum con claritromicina y Tween. 
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13. El detergente Tween 80 en combinación con antibióticos reduce el porcentaje de 
superficie cubierta y el espesor de las biopelículas de MNPCR en estudio en mayor medida 
que el agente mucolítico NAC. 
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